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 Capítulo 1 
1.1.- Nanotecnología y Biomedicina.  
 
 El 29 de Diciembre de 1959, durante el “Encuentro anual de la American 
Physical Society” en el Instituto de Tecnología de California, en Pasadena, 
Richard Feynman, en una conferencia titulada "There is plenty of room at the 
bottom" ("Hay mucho espacio al fondo") estableció los pilares de lo que, más 
tarde, se conocería como nanotecnología. En esta, ya mítica, conferencia 
Feynman habló de cómo fabricar, manipular y controlar objetos de muy 
pequeñas dimensiones, abordando el problema desde una perspectiva 
absolutamente distinta a como se había hecho hasta el momento. Lo que en 
aquel momento pareció sólo un sueño surgido de la mente de un científico, el 
paso del tiempo ha demostrado que era posible convertirlo en una realidad. 
Como Feynman afirmó en esa misma conferencia: “No me asusta considerar la 
pregunta final de si en el futuro podremos colocar los átomos como queramos: 
¡los verdaderos átomos, aquellos que están al fondo!. Y ¿cuáles serían las 
propiedades de los materiales si pudiéramos verdaderamente colocarlos como 
quisiéramos? No puedo saber exactamente qué pasaría, pero no tengo la menor 
duda de que si controlásemos la colocación de objetos a una pequeña escala, 
tendríamos acceso a un amplio rango de propiedades que los materiales 
pueden presentar y podríamos hacer una gran cantidad de cosas. En el mundo 
de lo muy, muy pequeño, muchas cosas nuevas podrán suceder, porque los 
átomos se comportan de manera distinta a como lo hacen los objetos a mayor 
escala, pues deben satisfacer las leyes de la mecánica cuántica. Si nos reducimos 
y comenzamos a juguetear con los átomos allá abajo, estaremos sometidos a 
unas leyes diferentes, y podremos hacer cosas diferentes. A nivel atómico, 
aparecen nuevos tipos de fuerzas, nuevas posibilidades, nuevos efectos”.1 Esta 
idea que, en principio, podría parecer ciencia-ficción, hoy en día supone una 
realidad, abriendo paso al concepto que actualmente conocemos como 
nanotecnología.  
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Según la definición de la Real Academia Española, la nanotecnología es 
la tecnología de los materiales y de las estructuras en la que el orden de 
magnitud se mide en nanómetros, con aplicación a la física, la química y la 
biología. La aplicación de esta escala nanométrica al mundo científico y 
tecnológico ha permitido obtener materiales con nuevas propiedades así como 
el desarrollo de numerosas herramientas con aplicación en el desarrollo de la 
microscopía, la instrumentación médica, biosensores y sistemas informáticos. El 
fuerte impacto de la nanotecnología en la actualidad se pone también de 
manifiesto en términos económicos, estimándose que los beneficios generados 
por materiales asociados a la nanotecnología crezcan a partir de un volumen 
global de 200 millardos de euros en 2009 a 2 billones de euros en 2015.2 
 La nanomedicina, la aplicación de la nanotecnología a la medicina, ha 
dejado de ser una promesa para convertirse en una realidad tanto a nivel 
preclínico como clínico. Algunas de estas aplicaciones incluyen la imagen 
molecular,3 nuevos sistemas de liberación de fármacos,4 mejora de las técnicas 
de transfección,5 e ingeniería tisular.6 La importancia de la nanomedicina en el 
sector farmacéutico también ha dejado de ser solo una promesa, como lo refleja 
el beneficio empresarial estimado para 2014, de veinte millardos de euros.7  
De los distintos aspectos de la nanotecnología el que seguramente sea 
más relevante para la nanomedicina es el del desarrollo de nanopartículas 
multifuncionales. Dicha multifuncionalidad puede venir dada por la presencia 
en la nanopartícula de varias sondas para distintas técnicas de imagen o la 
combinación de sondas para imagen y algún fármaco para el tratamiento de 
una patología. La combinación de estos dos conceptos, terapia y diagnóstico, en 
una sola nanopartícula ha dado lugar a las aplicaciones conocidas, en inglés, 
como Theranostics (Therapy and diagnosis). Una nanopartícula puede definirse 
como toda partícula con al menos una dimensión menor de los 100 nm. 
Además, debido a esa escala nanométrica, deben presentar propiedades 
fisicoquímicas nuevas o distintas de las que ese material presenta a escala 
macroscópica. La variedad de materiales nanoparticulados que presentan 
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interés en biomedicina es enorme. Una lista muy breve, con mayor o menor 
impacto en nanomedicina, incluye nanopartículas de óxido de hierro, de oro, de 
plata, de dióxido de silicio, quantum dots, poliméricas, liposomas y nanotubos 
de carbono. De esta lista las nanopartículas de óxido de hierro son, sin duda, las 
más empleadas en imagen biomédica debido a sus propiedades fisicoquímicas 
así como a sus posibilidades de biofuncionalización, haciéndolas aptas para 
varias técnicas de imagen así como tratamiento de distintas patologías. Debido 
a esta importancia y al ser el foco principal de estudio en este trabajo a 
continuación se explica con más detalle sus características principales. 
 
1.2.- Nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro.  
 
 Las nanopartículas (NPs) de óxido de hierro, principalmente magnetita 
((FeIIFe2III)O4) y maghemita (-Fe2O3), han sido empleadas desde hace tiempo en 
gran variedad de aplicaciones, incluyendo el almacenamiento de datos, catálisis 
y biomedicina.8–13 En este último campo estas NPs se emplean desde la 
purificación de biomoléculas, el diagnóstico mediante MRI, el tratamiento por 
hipertermia, la liberación de fármacos y, en su aplicación más nueva, como 
sondas para la técnica de Imagen de Partículas Magnéticas (MPI, de sus siglas 
en inglés). La propiedad fisicoquímica que hace todo esto posible es el 
superparamagnetismo. 
 El carácter superparamagnético de las NPs está íntimamente ligado a su 
escala nanométrica. Cuando el tamaño del sólido es inferior al tamaño del 
dominio magnético, el material posee todos sus momentos magnéticos 
orientados en la misma dirección cuando se le aplica un campo magnético 
externo. Esto da lugar a un dipolo permanente dentro del sólido de una 
magnitud similar a la de los sólidos ferromagnéticos y unas 100 veces mayor 
que los paramagnéticos.14,15 En ausencia de campo magnético, este dipolo se 
mantiene (comportamiento ferromagnético dentro de monodominio) hasta 
bajar a un tamaño a partir del cual los dipolos se orientan al azar y por tanto el 
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momento magnético resultante es nulo. Estas propiedades magnéticas afectan 
directamente a las aplicaciones de las nanopartículas. Por ejemplo, en MRI, 
donde la utilización de las NPs se basa en el cambio de intensidad de la señal 
que se produce en la zona donde las partículas se acumulan. Esto es debido a la 
alteración del campo magnético local que “sienten” los protones del agua 
próximos. Esto se traduce finalmente en la reducción del tiempo de relajación 
longitudinal y transversal (T1 y T2) de los protones del agua. Este efecto, que 
también está presente en los agentes de contraste paramagnéticos, es mucho 
más intenso debido al comportamiento superparmagnético de las NPs, 
particularmente sobre T2, lo que, a efectos prácticos, significa la posibilidad de 
emplear concentraciones menores de sustancia. 
 A la hora de poder aprovechar estas propiedades en biomedicina el 
principal reto que hay que afrontar es el de conseguir una alta estabilidad 
coloidal en medio fisiológico. Debido a la elevada relación superficie-volumen 
las nanopartículas tienden a agregarse para minimizar la energía superficial. 
Por todo ello es determinante la presencia de un recubrimiento superficial 
adecuado que mantenga la estabilidad de las NPs. Estas estrategias suponen la 
unión al núcleo de moléculas orgánicas (incluyendo pequeñas moléculas, 
polímeros y biomoléculas), como se ve en la Figura 1.1, o el recubrimiento con 
capas de diversos materiales inorgánicos, especialmente SiO2. En muchos casos, 
estos surfactantes no solo estabilizan las NPs sino que, al mismo tiempo, 
permiten posteriores funcionalizaciones para la aplicación de estas NPs en los 
diversos campos previamente mencionados. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1.- Esquema general de una nanopartícula. 
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1.2.1.- Métodos de síntesis de nanopartículas de óxido de hierro.  
 
En los últimos años, el número de métodos desarrollados para la síntesis 
de nanopartículas de óxido de hierro ha crecido sustancialmente. Numerosos 
trabajos han descrito aproximaciones sintéticas eficaces para la producción de 
muestras monodispersas y de alta cristalinidad. Entre todos ellos, los más 
empleados, en aplicaciones biomédicas, son el de coprecipitación y el de 
descomposición térmica. Otros métodos interesantes son la pirólisis láser,16 la 
síntesis hidrotermal, la microemulsión y la síntesis sonoquímica.17 
 A continuación se describen algunas de las técnicas más empleadas en la 
síntesis de NPs de óxido de hierro: 
 
 i) Coprecipitación: 
Este método consiste en la mezcla de iones férrico y ferroso en una 
proporción molar 1:2 en disoluciones. El tamaño y forma de las NPs obtenidas 
dependen del tipo de sal empleada (cloruros, sulfato, nitratos, percloratos, etc..), 
la proporción de iones férrico y ferroso, la temperatura de reacción, los valores 
de pH, la fuerza iónica del medio y de otros parámetros de reacción como la 
velocidad de agitación y velocidad de adicción de la disolución básica. 
Pequeñas modificaciones de estos parámetros, fundamentalmente en la 
temperatura de reacción, afectan críticamente a las propiedades físicas y 
químicas de las NPs. Generalmente, los valores de magnetización de saturación 
(Ms) presentes en las estructuras nanométricas (30-80 emu/g Fe habitualmente) 
son menores que las correspondientes al material macroscópico de alrededor de 
100 emu/g Fe. La principal ventaja de esta aproximación es que las muestras 
obtenidas son directamente hidrofílicas y, por lo tanto, estables en medios 
acuosos. Sin embargo una desventaja importante es que, habitualmente, el 
número de grupos funcionales presentes en la superficie para una posterior 
biofuncionalización es reducido, complicando la obtención de muestras 
biológicamente activas.  
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 ii) Descomposición Térmica. 
Este tipo de reacción está basado en procesos de descomposición de 
compuestos organometálicos de hierro como Fe(cup)3, Fe(acac)3 o Fe(CO)5 en 
disolventes orgánicos a altas temperaturas. Este método permite un gran 
control sobre el tamaño de las partículas pudiendo obtenerse tamaños desde los 
4 nm a los 20 nm en función de las condiciones. Las NPs así generadas 
muestran una muy buena cristalinidad y homogeneidad de tamaños y formas, 
como la aproximación de Sun y Zeng ha demostrado.18 Este método está basado 
en una reacción a altas temperaturas empleando Fe(acac)3 en fenileter y en 
presencia de dodecanodiol, oleilamina y ácido oleico. Para el aumento de 
tamaño de estas NPs se pueden emplear disolventes de mayor punto de 
ebullición que pueden permitir alcanzar hasta los 20 nm de tamaño de núcleo. 
En cuanto a las desventajas de este método suele citarse la presencia del ácido 
oleico en la superficie, lo cual confiere un carácter hidrófobo a las partículas, 
haciendo necesario una segunda etapa de transferencia a medio acuoso. Si bien 
es cierto que se necesita esta segunda etapa, en nuestra opinión la presencia de 
ese ácido oleico es una ventaja más que un inconveniente, permitiendo la 
funcionalización de las nanopartículas de forma covalente y selectiva, como 
trataremos de demostrar en este trabajo. 
 
 iii) Microemulsión. 
El método de microemulsión consiste en emplear una dispersión 
isotrópica termodinámicamente estable de dos fases inmiscibles (agua y 
disolvente orgánico) en presencia de un surfactante. Las moléculas de 
surfactante forman una monocapa en la interfase entre el agua y la fase 
orgánica, de tal forma que las estructuras hidrofóbicas del surfactante quedan 
disueltas en la fase hidrófoba y las cabezas hidrofílicas de las estructuras en la 
fase acuosa.  
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  iv) Síntesis Hidrotermal. 
Como método alternativo de obtención de partículas de óxido de hierro, 
la síntesis hidrotermal incluye diversos procesos, desde la cristalización de 
sustancias a partir de una disolución acuosa a elevada temperatura 
(generalmente en el rango de los 130-250ºC) al uso de elevadas presiones (entre 
los 0,3 y 0,4 MPa). Este tipo de metodología no solo genera NPs de diversos 
tamaños pero de gran homogeneidad, sino que puede ser empleada para el 
crecimiento cristalino de núcleos obtenidos por otras metodologías.19 Además, 
permite obtener NPs de diversas morfologías inusuales como nanocubos,20 
partículas elípticas, 21 etc. 
 
 v) Sonoquímica: 
El método sonoquímico ha sido también ampliamente utilizado en la 
generación de nuevos materiales con propiedades inusuales. El efecto químico 
del ultrasonido proviene de la cavitación acústica, es decir, de la formación, 
crecimiento y colapso de las burbujas en líquido. El colapso de las burbujas 
genera un calentamiento instantáneo a través del colapso adiabático dentro de 
la fase gaseosa, alcanzándose unas temperaturas de 5000 K y presiones de 1800 
atm. Estas condiciones extremas son beneficiosas para la formación de una 
nueva fase en la que se preparan las NPs monodispersas. 22–24 
 
 vi) Pirólisis láser. 
En este método se lleva a cabo el calentamiento de una mezcla del 
precursor vaporizada mediante un láser que descompone dichos precursores e 
inicia la nucleación de las partículas en la zona de reacción. Estas partículas 
volatilizadas son posteriormente transportadas a un filtro mediante un gas 
inerte. Este tipo de metodología produce partículas muy pequeñas, diferente 
grado de cristalinidad, forma esférica y una distribución de tamaño 
excepcionalmente homogénea.25 Sin embargo, debido a la nucleación 
demasiado rápida y a los gases transportadores que inmediatamente empujan a 
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las partículas fuera del canal de reacción, las NPs no tienen tiempo para entrar 
en una etapa de crecimiento o cristalización. Como resultado de este tiempo de 
residencia en el canal de reacción, las NPs preparadas por pirólisis láser son 
normalmente más pequeñas y menos cristalinas que las obtenidas mediante las 
metodologías descritas anteriormente. 
Cada uno de los seis métodos anteriormente descritos presentan 
diferentes ventajas y desventajas en la síntesis de nanopartículas de óxido de 
hierro. Sin embargo, por lo que se refiere a la obtención de NPs para imagen 
biomédica, los métodos de coprecipitación y descomposición térmica son los 
más empleados. De estos dos métodos en este trabajo se ha elegido el método 
de descomposición térmica por dos aspectos principalmente. El primero se 
refiere a la homogeneidad de tamaño y forma que es posible conseguir por 
ambas metodologías. En la Figura 1.2 se puede observar la comparación de dos 
muestras de NPs obtenidas por coprecipitación o por descomposición de 
precursores orgánicos. La figura muestra la diferencia de tamaño y 
homogeneidad que se puede obtener con ambas aproximaciones. 
 
 
Figura 1.2.- Imágenes TEM de dos muestras de nanopartículas de óxido de hierro obtenidas por 
los métodos de coprecipitación (izq.) y descomposición de precursores orgánicos (dcha.). 
Reproducida con permiso de la Dra. Mª Puerto Morales. 
 
 El segundo aspecto, ya señalado, es la presencia del ácido oleico en la 
superficie de las partículas obtenidas por descomposición de precursores 
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orgánicos, que permite los procesos de funcionalización y estabilización en 
medio acuoso que veremos a continuación. 
 
1.2.2- Métodos de funcionalización y estabilización en medio acuoso. 
  
 Las NPs obtenidas por cualquiera de los métodos arriba descritos 
necesitan, para su aplicación in vivo, una segunda etapa de biofuncionalización 
que permita introducir alguna molécula que les aporte la especificidad 
biológica buscada. Además, si la NP es hidrófoba puede ser necesario una etapa 
intermedia de transferencia a medio acuoso antes de la unión con una 
biomolécula.  
 La estabilización en medio fisiológico de las nanopartículas así como la 
capacidad de modificación y funcionalización de su superficie con moléculas, 
proteínas o polímeros, es un paso crucial para su uso en aplicaciones 
biomédicas y analíticas. Las principales rutas de funcionalización y 
estabilización desarrolladas hasta el momento pueden englobarse en dos 
grandes grupos: la formación de micelas y el intercambio de ligando. 
 
 i) Formación de micelas 
 Una de las rutas más versátiles desarrolladas para la modificación de 
quantums dots 26 y posteriormente adaptada a las nanopartículas magnéticas 27–
31 es la encapsulación de nanopartículas hidrofóbicas dentro de micelas 
formadas por moléculas anfifílicas. En el proceso las cadenas hidrófobas de la 
molécula se intercalan en la monocapa hidrofóbica de las nanopartículas, dando 
lugar a una estructura tipo micela, como se muestra en la Figura 1.3. En agua la 
“cabeza” hidrófila de la molécula anfifílica se orienta hacia el exterior de la 
micela y las cadenas hidrófobas interaccionan con el surfactante de la NP. La 
variedad de moléculas o polímeros que pueden emplearse en esta metodología 
es bastante grande, obteniéndose además partículas con muy buenas 
propiedades coloidales.32,33 De esta forma se han preparado NPs para una gran 
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variedad de aplicaciones desde terapia anticancerígena,34,35 imagen 
médica,26,27,36,37 y liberación de fármacos. 30 Una desventaja que a veces se puede 
presentar con esta aproximación es la formación de micelas que engloban en su 
interior más de una nanopartícula, lo que aumenta la heterogeneidad de la 
muestra. 
 
 ii) Intercambio de ligando 
 Este método se basa en el intercambio entre el ligando hidrófobo 
presente en las NPs con un ligando hidrófilo que presente afinidad hacia la 
superficie de las partículas (Figura 1.3). Este tipo de reacciones se suele llevar a 
cabo empleando moléculas que presentan en su estructura grupos carboxílicos 
o fosfato con alta capacidad de coordinación al hierro de la nanopartícula y 
además algún otro grupo que proporcione estabilidad coloidal. En el caso de las 
nanopartículas de óxido de hierro, la variedad de moléculas empleadas es muy 
grande, por ejemplo ácido dimercaptosuccínico,38,39,40 fosfonatos,33 ácido 
cítrico,41 ácido 11-mercaptoundecanoico,42 así como una amplia variedad de 
polímeros.43,44 Esta metodología permite obtener partículas estables que 
también se han empleado en un gran número de aplicaciones como en marcaje 
celular,45 hipertermia e imagen médica.38,41,46,47 Esta aproximación puede 
presentar, en nuestra opinión, dos graves problemas. El primero que dada la 
metodología en muchos casos el número de grupos funcionales nuevos que se 
introducen es pequeño, en comparación con otros métodos, lo que complica las 
etapas posteriores de funcionalización. El segundo problema que puede 
presentarse es que la presencia de varios grupos funcionales con afinidad hacia 
la nanopartícula hace muy complicado determinar cómo se ha unido el nuevo 
ligando a la superficie, estos problemas se ven representados de forma 
esquemática en la Figura 1.3. 
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 iii) Modificación química del surfactante 
 Esta metodología ha sido desarrollada por primera vez en este trabajo y 
está basada en la modificación química directa de la estructura del surfactante, 
el ácido oleico. Algunas de las ventajas de esta aproximación, son por ejemplo 
que en ningún momento del proceso se deja expuesto el núcleo de la partícula, 
lo que minimiza su agregación. Además, al poder emplear distintas reacciones 
se abre la posibilidad de una unión covalente entre la molécula y el surfactante 
original de la partícula, lo que se traduce en uniones más estables. Por último, 
según la reacción empleada, este tipo de reacciones no sólo permite la 
estabilización en medio acuoso de las NPs hidrofóbicas precursoras, sino que en 
un solo paso se pueden conseguir los dos objetivos, la estabilidad en medio 
acuoso y la introducción de la funcionalidad biológica.48–50 
 
Figura 1.3.- Métodos de funcionalización y estabilización en medio acuoso de nanopartículas de 
óxido de hierro. 
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1.3.- Aplicaciones de las nanopartículas de óxido de hierro en 
biomedicina. 
 
 Como se ha comentado a lo largo del capítulo, debido a su escala 
nanométrica las nanopartículas de óxido de hierro presentan unas propiedades 
magnéticas muy diferentes a las del correspondiente material de mayor tamaño. 
El carácter superparamagnético de las NPs así como la posibilidad de conjugar 
distintas biomoléculas en la superficie por alguno de los métodos que acabamos 
de mostrar ha hecho que el número de aplicaciones en las que se han empleado 
se haya multiplicado en los últimos años. Entre todas las posibles aplicaciones 
la de mayor interés para un grupo de imagen biomédica como el nuestro es su 
uso como contraste en Imagen de Resonancia Magnética Nuclear (MRI) debido 
a las propiedades superparamagnéticas que presentan, las cuales permiten 
acortar los tiempos de relajación longitudinal y transversal (T1 y T2) de los 
protones del agua que están a su alrededor al aplicarles un campo magnético 
estático y uniforme.  
 
 1.3.1.- Agentes de contraste para imagen MRI. 
 
 La MRI es una técnica de diagnóstico que se utiliza rutinariamente en 
clínica. El contraste en MRI se origina por la diferente intensidad de la señal del 
tejido debido a la magnetización de los espines nucleares detectados por el 
instrumento, normalmente los protones del agua. Dicha magnetización nuclear 
está determinada por la secuencia de pulsos aplicada en el protocolo de 
adquisición de la imagen, por la densidad de protones del tejido y por otras 
propiedades de los protones como los distintos tiempos de relajación 
longitudinal (T1, T2), la difusibilidad, etc. Cuando la diferencia en estas 
propiedades no es suficiente, una forma de realzar las diferencias de intensidad 
de la señal es mediante el empleo de los llamados agentes de contraste, los 
cuales reducen el tiempo de relajación T1 y T2 en mayor o menor grado en 
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función de su composición. Esto permite distinguir regiones con 
concentraciones diferentes del agente de contraste. En el caso de las 
nanopartículas de óxido de hierro, como es sabido, reducen considerablemente 
el tiempo de relajación transversal T2, lo cual implica, con las secuencias 
habituales de adquisición de datos, un contraste negativo o disminución de la 
intensidad de señal en la imagen de MRI. El intenso desarrollo de la MRI en los 
últimos años ha permitido la formación de imágenes in vivo con una resolución 
casi microscópica.51 En este contexto el uso de las NPs funcionalizadas ha 
permitido la visualización de fenómenos incluso a nivel celular. 52,53 
 El interés en el desarrollo de NPs para su aplicación en imagen 
biomédica no sólo se ha centrado en el campo preclínico, sino que su aplicación 
en el ámbito clínico es ya un hecho. La mayoría de los agentes de contraste 
comerciales basados en nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro 
presentan un tamaño hidrodinámico mayor de 50 nm (por ejemplo Resovist ®, 
Lumirem ® o Endorem ®). Estos productos tras su inyección intravenosa son 
principalmente retenidos en el hígado y el bazo, y su uso se limita a la detección 
de ciertas patologías en dichos órganos. Por otra parte, las nanopartículas de 
óxido de hierro superparamagnético ultra pequeños o "USPIO", tienen menor 
tamaño hidrodinámico (por ejemplo Sinerem ® tiene un tamaño hidrodinámico 
de 30 nm) lo que les permite su uso como agentes de contraste en aplicaciones 
que requieren mayores tiempos de circulación en sangre.  
 
i) Agentes de contraste de elevado tiempo de vida en sangre:  
Como se ha comentado, un factor clave a la hora de desarrollar NPs para 
aplicaciones biomédicas es su estabilidad coloidal en condiciones fisiológicas. 
Esta estabilidad se consigue con una funcionalización apropiada en la superficie 
de las partículas. Un segundo aspecto, relacionado con la estabilidad coloidal, 
es la duración de las NPs una vez inyectadas de forma intravenosa. Si no se 
tiene especial cuidado en qué compuestos se emplean como surfactantes y en el 
tamaño hidrodinámico de las mismas las NPs serán rápidamente detectadas 
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por el sistema inmune y eliminadas de la circulación sanguínea. La disminución 
de esta rápida eliminación del torrente sanguíneo es importante en función de 
la aplicación que se busque, fundamentalmente si se quiere que las partículas se 
acumulen de forma específica en algún tejido o si se quieren emplear en 
angiografía (agentes de contraste “blood pool”). En el primer caso se trata de 
garantizar varios pases de las partículas por la zona de interés y que, de esta 
forma, se puedan acumular y dar el contraste buscado. Por el contrario si lo que 
se busca es hacer imagen del hígado o se quiere eliminar rápidamente el 
“ruido” de fondo que puede originar el que la sonda circule durante mucho 
tiempo en sangre este no sería lógicamente un problema. 
La motivación en el desarrollo de nuevas NPs “blood pool“ para su 
aplicación en el campo de la biomedicina, tanto preclínico como clínico fue ya 
postulado por Brasch en 1992.54 Para el desarrollo de estas nanopartículas de 
elevado tiempo de vida en sangre, suelen emplearse dos aproximaciones o la 
combinación de ambas. Una es la funcionalización de la superficie con 
polímeros, como el polietilenglicol, que minimizan la opsonización de las 
nanopartículas por simple impedimento estérico y por tanto su captura por el 
sistema inmune. La otra aproximación, que como decíamos suele usarse en 
conjunto con la primera, es la de usar partículas pequeñas. Preferiblemente 
alrededor de los 30 ó 40 nm de radio hidrodinámico ya que si las partículas son 
muy pequeñas son rápidamente eliminadas pero esta vez vía renal. 
 
 1.3.2.-  Biosensores: 
 Los biosensores basados en nanotecnología son detectores sensibles de 
entidades químicas y biológicas, cuyo uso principal suele ser in vitro. El empleo 
de dichos sensores se basa en la variación de alguna de las propiedades 
fisicoquímicas que presentan las nanopartículas en función de la presencia y/o 
cantidad de un determinado analito. 
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 Las nanopartículas metálicas, y en especial las basadas en óxidos de 
hierro, han jugado un papel importante en el desarrollo de nuevos biosensores 
y en la mejora de las técnicas de monitorización. En este caso la propiedad clave 
es el superparamagnetismo de las partículas y, especialmente, el efecto que 
tiene sobre las propiedades relaxométricas de la muestra.55–59 
 
 i) Biosensores MMPs:   
 Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) son una familia de 
endopeptidasas dependientes de zinc que actúan como efectores de la 
remodelación de la matriz extracelular en condiciones fisiológicas y 
patológicas.60–63 Las MMPs se pueden subdividir en gelatinasas (MMP-2 y -9), 
colagenasas (MMP-1, -8 y -13), estromelisinas (MMP-3, -10 y -11) y otras MMP, 
de acuerdo con su perfil de afinidad por el sustrato. Está demostrado que esta 
familia de enzimas juega un papel importante en el desarrollo de tumores y en 
numerosas enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, la detección y 
cuantificación de estas metaloproteasas es un objetivo fundamental de las 
nuevas herramientas de diagnóstico. La mayoría de los biosensores 
desarrollados para estas enzimas están basados en sondas ópticas, tanto de 
fluorescencia como aquellas basadas en la resonancia del plasmón de superficie 
(de siglas SPR en inglés).64–66 En el caso del uso de las nanopartículas de óxido 
de hierro el principal atractivo es la posibilidad de desarrollar una sonda que 
sea capaz de detectar y cuantificar la presencia de estas enzimas y además 
poder ser evaluada in vivo por imagen, algo que, hasta lo que nos consta, no se 
ha conseguido todavía. A este respecto de los trabajos publicados hasta la fecha, 
los pocos que emplean NPs, se basan más en la unión de un fluoróforo a la 
superficie de las NPs mediante una secuencia peptídica sensible a ser 
hidrolizada por MMPs. Dicha hidrólisis activa la fluorescencia y por lo tanto se 
puede detectar la presencia de enzimas activas, de tal forma que en este caso las 
NPs son más una plataforma que los “actores” principales del proceso de 
detección. 
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 ii) Biosensores de Calcio: 
 Debido a su función en diversos y numerosos procesos bioquímicos 
regulatorios, como la transducción de señales celulares, la liberación de 
neurotransmisores o la contracción muscular, la detección de iones de calcio es 
un campo muy activo desde hace bastantes años. Por la sencillez del ensayo, la 
mayor parte de los biosensores de calcio están basados en el cambio de la señal 
óptica que proporciona el sensor después de la interacción con los iones.67–71 Sin 
embargo, debido a las propiedades de dispersión del tejido los métodos ópticos 
está limitados a medidas in vitro o a regiones superficiales de la muestra. 
Debido a estas desventajas el uso de nanopartículas magnéticas ha atraído la 
atención de numerosos trabajos.68,69  En el caso de las nanopartículas de óxido 
de hierro, el diseño de biosensores específicos de calcio supone una línea 
innovadora y aún por explotar. Uno de los ensayos más destacados realizado 
con este objetivo fue el de Jasanoff et al. en el que estudiaron la agregación 
inducida por estos iones Ca2+ sobre nanopartículas superparamagnéticas. Para 
el desarrollo de esta nueva familia de indicadores de calcio llevaron a cabo la 
funcionalización de NPs con una proteína sensible al calcio, la calmodulina, y 
por otro lado con un péptido también especifico de Ca.68 El fundamento de este 
trabajo reside en que, en presencia de iones calcio se da lugar a la unión de 
ambos tipos de NPs conjugadas a través de la interacción péptido-Ca-proteína, 
lo que produce la formación de agregados y cambios en las propiedades 
magnéticas y relaxométricas de las NPs, demostrándose la relación entre la 
formación de agregados únicamente en presencia de iones calcio y la influencia 
del tamaño de éstos en los tiempos de relajación T2 de estas NPs de óxido de 
hierro. 
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 iii) Detección de la angiogénesis:  
 El papel determinante que el proceso de angiogénesis presenta tanto en 
desarrollos tumorales como en daños cardiovasculares ha hecho de este 
fenómeno un objetivo muy importante en muchos campos de la biomedicina.  
La angiogénesis es un proceso fisiológico mediante el cual se generan 
nuevos vasos sanguíneos a partir de unos ya existentes. Estos procesos de 
angiogénesis son fundamentales por ejemplo para el desarrollo de tumores, 
para la inestabilización de la placa de aterosclerosis o, por otro lado, necesarios 
para la reparación de daños isquémicos como el infarto de miocardio.  
 La aplicación de la nanotecnología en la detección de la angiogénesis 
tiene ya algunos buenos ejemplos, en los que incluso se puede combinar efectos 
terapéuticos con diagnóstico.72 Desde un punto de vista terapéutico, los 
diversos sistemas magnéticos diseñados para la liberación controlada y 
específica de fármacos se ha basado en el uso de nanopartículas de óxido de 
hierro funcionalizadas que permitan la unión específica y el control de la 
liberación del compuesto, generalmente aplicado a tumores.73 Con respecto a la 
visualización de los procesos angiogénicos, la técnica más empleada es la MRI y 
los contrastes asociados a dicha técnica, como las nanopartículas de óxido de 
hierro. Por lo general, este tipo de sistemas llevan asociadas biomoléculas 
mediadoras como proteínas, péptidos o anticuerpos, que actúan como vector en 
la localización y diagnóstico de marcadores de estos procesos angiogénicos, 
fundamentalmente integrinas y factores de crecimiento.74–78 Entre los estudios 
llevados a cabo mediante esta técnica de imagen biomédica destacan el llevado 
a cabo por Drevs et al. en el que se estudiaron los efectos de la inhibición del 
factor de crecimiento VEGF en la anatomía y propiedades funcionales de los 
vasos tumorales empleando nanopartículas de óxido de hierro 
superparamagnéticas unidas a dextrano (Endorem).79  Otro buen ejemplo es el 
desarrollado por  Kiessling et al. a través del estudio del papel de las integrinas 
v3 en la proliferación de las células endoteliales presentes en procesos 
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tumorales tanto in vivo como in vitro empleando NPs con péptidos que llevan la 
secuencia RGD.80,81 
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 Los objetivos de la presente Tesis Doctoral son: 
 
i) Desarrollo de nuevas herramientas químicas para la estabilización en medio 
acuoso de nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro.  
 
ii) Funcionalización de nanopartículas mediante nuevos métodos de química 
bioortogonal que permitan la estabilización en agua y su funcionalización en 
una etapa de reacción.  
 
iii) Desarrollo de sondas para la detección y cuantificación de metaloproteasas 
de matriz extracelular mediante resonancia magnética nuclear. 
 
iv)  Síntesis de nanopartículas con largos tiempos de circulación en sangre como 
futura plataforma para transporte de fármacos e imagen. 
 
v) Síntesis de sondas multifuncionales para la detección y seguimiento de 
procesos angiogénicos en enfermedades cardiovasculares. 
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3.1.- Proceso experimental y muestras obtenidas. 
 
 En este capítulo se describe la síntesis de nanopartículas de magnetita 
recubiertas con ácido oleico mediante la descomposición térmica de precursores 
de hierro en medio orgánico. Dicho método fue el elegido al permitir obtener 
nanopartículas con muy buenas propiedades fisicoquímicas, como se comentó 
en el capítulo 1. Entre dichas propiedades destaca la elevada cristalinidad de las 
partículas, el carácter superparamagnético con un alto valor de magnetización 
de saturación, así como una composición homogénea y una distribución de 
tamaño estrecha, a la vez que permite un control preciso de la forma y tamaño. 
El objetivo de dicha síntesis fue la obtención de nanopartículas de óxido de 
hierro con propiedades superparamagnéticas y tamaño de núcleo inferior a 10 
nm. Para ello, evaluando los distintos métodos de síntesis descritos en la 
bibliografía el precursor orgánico elegido fue el acetilacetonato de hierro, 
Fe(acac)3, como surfactantes el ácido oléico (surfactante principal), oleilamina y 
el 1,2- hexadecanodiol, (implicados en el proceso de control de tamaño) y como 
disolvente el difeniléter.1–12 La elección del disolvente de la reacción, el 
precursor de hierro, la relación Fe:surfactante o la temperatura de estabilización 
de la reacción son factores determinantes en la forma final, distribución y 
naturaleza de las nanopartículas, como previamente han demostrado varios 
trabajos, particularmente en el de A. Roca et al.13  
El mecanismo mediante el cual se forman las partículas en esta 
aproximación consiste, en primer lugar, en la formación de un intermedio 
Fe(oleico)x que se descompone en la segunda etapa de calentamiento en el que 
la temperatura de reacción se eleva hasta los 250 ºC, dando lugar a los núcleos 
de óxido de hierro. Por último, desde el momento que tiene lugar la nucleación 
hasta el final de la reacción ocurre la etapa de crecimiento. Es importante tener 
en cuenta que para la obtención de partículas uniformes es necesario el control 
de las etapas de nucleación y crecimiento. En la metodología de síntesis de 
nanopartículas de Fe3O4 partiendo de Fe(acac)3 desarrollada por parte del 
grupo de S. Sun existe una etapa en la reacción en la que la temperatura se 
  
 Capítulo 3 
36 
mantiene a 200 ºC.14 Si se mantiene esa temperatura durante 30 minutos, tal y 
como está publicado, se obtienen partículas con una distribución de tamaños 
heterogénea. Sin embargo, en nuestro caso, tras aumentar el tiempo de 
estabilización a 2 horas siguiendo el método de síntesis descrito por A. Roca se 
obtuvieron partículas monodispersas con un tamaño de núcleo de 6 nm (Figura 
3.1) que les confiere unas propiedades superparamagnéticas favorables para su 
aplicación en imagen médica como agente de contraste.13,15 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1.- Imagen TEM de NP-oleico obtenida mediante descomposición térmica en las 
condiciones descritas por Sun, imagen izquierda, y este trabajo, imagen derecha (escala 
izquierda 40 nm  y derecha 25 nm). 
 
Por otra parte, la elección de los surfactantes empleados en este tipo de 
síntesis influye de forma determinante en la morfología y tamaño de las 
partículas. En este trabajo además del surfactante principal, el ácido oleico, se 
han empleado en la reacción dos reactivos secundarios; el 1,2-hexadecanodiol y 
la oleilamina. Diversos estudios han demostrado la influencia de la oleilamina 
en el tamaño y morfología de NPs de diversa naturaleza obtenidas a través de 
este método.16–18 El factor fundamental es la diferente fortaleza de la unión 
entre el oleato y la oleilamina en los planos de los cristales de Fe3O4 al actuar 
como únicos surfactantes o en presencia de terceros como el 1,2-
hexadecanodiol, el cual favorece la formación de NPs de pequeño tamaño, entre 
los 4 y 10 nm.14 Dicha influencia tiene lugar durante el proceso de nucleación al 
disminuir la tensión superficial y con ésta el radio crítico de los núcleos al estar 
ambos parámetros relacionados linealmente a través de la ecuación: 
r*= -2/Gv 
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En ésta ecuación r* corresponde al radio crítico del núcleo de magnetita, 
el cual marca la barrera de energía que deben tener los núcleos para ser estables 
y no volver a disolverse,  es la energía superficial de las partículas y Gv 
representa el cambio de energía por unidad de volumen que se necesita para 
que el sistema formado por las especies precursoras (Fe(acac)3, oleilamina, ác. 
Oleico y 1,2-hexadecanodiol) reaccione para dar lugar a una nueva fase, en este 
caso, los núcleos de magnetita. 
 Durante la síntesis de las nanopartículas se han utilizado dos montajes 
experimentales; uno a pequeña escala, para determinar las condiciones óptimas 
tanto de reactivos como de condiciones de reacción con el fin de obtener la 
mayor homogeneidad y reproducibilidad. El otro montaje, a gran escala (5x), se 
realizó una vez optimizado la reacción anterior a pequeña escala, con el objeto 
de la producción de mayores cantidades de nanopartículas de un tamaño 
concreto para llevar a cabo su funcionalización partiendo siempre de un mismo 
precursor Fe3O4-oléico.  
 El montaje experimental a pequeña escala (Figura 3.2) dio lugar a un 
volumen de muestra final de 20 mL a una concentración de 9,5 mg/mL de Fe 
(N=4). Dicho montaje consta de una manta calefactora, un matraz esférico de 
tres bocas de 100 mL, un agitador mecánico que consta de una varilla de 
agitación de teflón con terminación bifurcada con los brazos formando un 
ángulo de 105º al sistema se une un termómetro de varilla y un tubo 
refrigerante de bolas. Para el montaje experimental a gran escala se ha 
empleado un sistema de reacción similar en el que se ha sustituido la agitación 
mecánica (varilla de agitación y pieza bifurcada) por un agitador magnético ya 
que facilitaba el montaje experimental y empleando un matraz de 500 mL en 
lugar del de 100 mL. En este caso, el volumen final de muestra fue de 100 mL y 
el tamaño hidrodinámico de las NPs fue de 11,3 ± 0,9nm (N=5), igual al de las 
muestras obtenidas en la síntesis a pequeña escala, que presentaban un tamaño 
hidrodinámico de 10,8 ± 0,8nm y una concentración de 9,1 mg/mL de Fe 
(N=10).  
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Figura 3.2.- Montaje experimental a gran escala empleado para la síntesis de nanopartículas. 
 
 Para la síntesis de nanopartículas de magnetita se mezclaron todos los 
reactivos (Fe(acac)3, oleilamina, ácido oleico, 1,2- hexadecanodiol, y difenileter) 
y la mezcla resultante, de intenso color rojo, se calentó a 70 ºC, pasados 20 
minutos el color de la mezcla de reacción cambió a negro debido a la reducción 
parcial de los iones Fe3+ a Fe2+ por parte del diol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3.- Reacción  general de la síntesis de nanopartículas de Fe3O4 recubiertas con  ácido 
oleico. 
 
  
39 
 Capítulo 3 
  La reacción se calentó hasta alcanzar los 200 ºC, y se mantuvo durante 2 
horas con agitación y en atmosfera inerte de N2. A dicha temperatura tiene 
lugar la reacción de intercambio entre el ligando acetilacetonato y el surfactante 
con mayor capacidad de coordinación al Fe para generar el complejo precursor 
de los núcleos. Normalmente este surfactante suele ser un ácido carboxílico (el 
ácido oleico es el más usado) aunque en ausencia de éste también se pueden 
formar complejos con la oleilamina o el diol. Esta reacción de intercambio 
previa a la nucleación entre el acetilacetonato y el ácido oleico no está 
totalmente favorecida termodinámicamente y es de cinética lenta; por ello es 
necesaria una etapa en la que se estabilice la temperatura. La producción de 
especies precursoras se incrementa al aumentar la cantidad de surfactante, 
precursor, la capacidad de coordinación del ligando con mayor afinidad al Fe y 
la temperatura de estabilización. Dicha temperatura de estabilización no debe 
ser mayor que la temperatura a partir de la cual se  produce la nucleación para 
que no coincida temporalmente la fase de nucleación y de crecimiento. Si no se 
controlara, conllevaría una distribución mayor de tamaños de las partículas o 
en una distribución bimodal.15 La temperatura se debe mantener un mínimo de 
tiempo (dos horas) hasta que la velocidad de generación de las especies 
precursoras sea nula. Una vez se hayan generado los precursores de las 
partículas, la temperatura se eleva hasta el punto de ebullición del disolvente, 
en este caso 250 ºC. Esta subida de la temperatura debe ser suave y su aumento 
provoca la descomposición de las especies precursoras para dar lugar a los 
núcleos de magnetita. La estructura del núcleo de magnetita es como una 
partícula pequeña, del tamaño de varias celdillas unidad que se encuentra 
rodeada de moléculas de surfactante.19 El proceso de nucleación es instantáneo 
y suele ser detectado por pequeñas explosiones en el interior del matraz de 
reacción que corresponden a la descomposición de los complejos Fe-ácido 
oleico.  
A continuación, el surfactante que rodea los núcleos actúa como una 
capa dinámica superficial en la que se están adsorbiendo y disolviendo iones de 
Fe continuamente. La velocidad de crecimiento y por lo tanto el tamaño y forma 
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final de la nanopartícula vendrá dada por la composición de esta capa dinámica 
de surfactantes. La composición de la capa dinámica está determinada por la 
mezcla inicial de surfactantes en la reacción, con mayor proporción de aquéllos 
que mayor capacidad de coordinación con el Fe tengan. El crecimiento será 
mayor cuanto más flexible sea esta capa, es decir, cuando aumente la 
proporción de ligandos con menor capacidad de coordinación a los átomos de 
Fe. El proceso de crecimiento tiene lugar en los primeros minutos del reflujo. 
Durante el tiempo restante se dan procesos como la recristalización que mejora 
el orden cristalino y la maduración de Ostwald, uno de los procesos de 
desestabilización de una dispersión coloidal que evoluciona con un incremento 
de las partículas en suspensión, mediante el cual se estrecha la distribución de 
tamaños. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4.- Mecanismo de reacción utilizando Fe(acac)3 como precursor. 
 
 La caracterización de las nanopartículas obtenidas mediante esta 
metodología se centró, como es habitual, en el núcleo de óxido de hierro y en la 
composición superficial. 
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 Como ya se comentó previamente, la selección del disolvente y precursor 
orgánico, la relación molar Fe:oleico y el tiempo de estabilización empleado en 
la reacción son parámetros determinantes en la forma y tamaño del núcleo de 
las nanopartículas. En el caso concreto del uso de Fe(acac)3 como precursor 
orgánico, una relación molar 1:1 con respecto al ácido oleico, y el uso de 
difeniléter como disolvente de alto punto de ebullición, permite obtener núcleos 
de Fe3O4 de un tamaño de 5nm, de forma esférica y gran homogeneidad de 
tamaño, tal y como se muestra  en la Figura 3.5 con las imágenes obtenidas por 
TEM de dos muestras distintas de NP-oleico sintetizadas a lo largo de este 
trabajo.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5.- Imágenes TEM de nanopartículas Fe3O4-oleico. Escala: 25nm 
 
Los datos que se presentan en la tabla 3.1 demuestran otra de las ventajas 
de este método, la reproducibilidad, como se aprecia en los valores de las 
principales propiedades fisicoquímicas de las nanopartículas de Fe3O4 
recubiertas con ácido oleico. 
 
Tabla 3.1.-Resumen de las principales propiedades de muestras Fe3O4-oleico. 
Muestras DLS (nm) PDI Fe (mg/mL) TEM (nm) 
1.a 10,3 0,08 9,2 5 
1.b 11,0 0,11 9,4 6 
1.c 10,8 0,12 10,2 5 
1.d 12,0 0,09 9,5 7 
1.e 10,1 0,11 10,5 5 
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 El comportamiento magnético de las partículas se estudió en un 
Magnetómetro de muestra vibrante (VSM, siglas en inglés) empleando 100 L 
de las muestras presentadas en la Tabla 3.1. Mediante el método de 
descomposición térmica llevado a cabo obtenemos partículas con un tamaño de 
núcleo de 5 ± 1 nm, inferior al segundo volumen de transición (D 
ferromagnetismo-superparamagnetismo). Por debajo de ese tamaño y en 
ausencia de campo los dipolos están alineados al azar por lo que la 
magnetización resultante del material será nula, dando lugar al fenómeno de 
superparamagnetismo, como demuestra la ausencia de histéresis (Figura 3.6) y 
coercitividad, además del elevado valor de la magnetización de saturación en 
todos los casos (Tabla 3.1). El que las partículas así obtenidas sean 
superparamagnéticas es un factor importante para la aplicación de estas 
partículas como agente de contraste para imagen por resonancia magnética 
(MRI). Para ello dichas NPs no solo deben mostrar una biodistribución 
específica y elevada biocompatibilidad, sino un comportamiento 
superparamagnético a lo largo de las modificaciones superficiales a las que son 
sometidas para poder proporcionar un contraste significativo en dicha técnica 
de imagen.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6.- Curva de magnetización para la muestra Fe3O4-oleico 
 
 El difractograma obtenido para la muestra 1a (Figura 3.7) demuestra una 
estructura cristalina tipo espinela inversa, dónde se pueden observar los picos 
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de difracción correspondientes a los de magnetita (ficha PCDS 19-0629) 
marcados en el difractograma. El cálculo del tamaño de cristal utilizando la 
fórmula de Scherrer es de 5,5 nm, lo que concuerda con los datos anteriormente 
observados y descritos en las imágenes TEM.20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7.- Difractograma de RX de la muestra 1. Las líneas corresponden a los picos de 
Fe3O4. 
 
 Para confirmar la composición superficial de las nanopartículas se 
empleó la espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) 
mostrada en la Figura 3.8. Entre las bandas encontradas  cabe destacar aquéllas 
a 2920 cm-1 y 2850 cm-1 debidas al movimiento de vibración del enlace C-H, así 
como las presentes a 1625 cm-1 y 1530 cm-1 debidas al movimiento de tensión 
(C−Ο) del grupo carboxilo. Estas dos bandas se encuentran a frecuencias 
menores que las correspondientes al enlace C=O del grupo carboxilo del ácido 
oleico libre, localizado en torno a los 1715 cm-1, pero a mayor energía de la que 
le correspondería a un enlace sencillo C-O. El hecho de que la diferencia de 
energía entre las dos bandas del grupo carboxilo sea menor de 110 cm-1 sugiere 
que el ácido oleico se encuentra coordinado a los átomos de Fe de la superficie 
de forma bidentada a través de los oxígenos.21 Por tanto, las moléculas de ácido 
oleico se encuentran unidas fundamentalmente a los núcleos de óxido de hierro 
debido a que poseen mayor afinidad por los iones Fe que los grupos amino 
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presentes en la molécula de oleilamina, empleada como surfactante y en el 
control del tamaño en la etapa de crecimiento. Por último, la banda presente a 
1100 cm-1 puede ser debida bien a flexiones del enlace C-O-H o bien a la 
presencia de algunas moléculas de oleilamina en la superficie, ya que esta 
banda puede asignarse al modo de tensión del enlace C-N. Las bandas 
localizadas a 590 cm-1  corresponden al enlace Fe-O presente en núcleo de 
magnetita. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8.- Espectro FTIR de una muestra representativa de NPs-oleico (1). 
 
  La presencia del ácido oleico en la superficie de las nanopartículas fue 
también demostrada mediante espectrometría de masas. El espectro de las NPs 
obtenidas muestra dos picos correspondientes claramente al ácido oleico (PM 
282 g/mol) uno a 280 y otro 563, dos veces el peso molecular del ácido oleico 
menos un protón. De esta forma además se descarta además la presencia de 
oleilamina en la superficie de las partículas. 
 Finalmente, el estudio del análisis termogravimétrico muestra una fuerza 
del enlace elevada entre el ácido oleico y las nanopartículas ya que la pérdida 
de este surfactante no se produce hasta alcanzar los 190 ºC  (Figura 3.9). Esta 
variación de la temperatura a la que se empieza a perder el ácido oleico está 
relacionada con la fuerza del enlace que aumenta con el punto de ebullición del 
disolvente empleado durante la síntesis.  
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Figura 3.9.- Análisis termogravimétrico de una muestra representativa de nanopartículas de 
Fe3O4-oleico. 
 
Como puede observarse en la gráfica, la pérdida del ácido oleico se 
produce en dos etapas. La primera tiene lugar aproximadamente a unos 150 ºC. 
En la segunda se elimina totalmente el ácido oleico y los restos de carbón 
procedente de la descomposición de las cadenas hidrocarbonadas sobre la 
superficie de las partículas. En este segundo paso, el carbón es oxidado a 
mayores temperaturas completando así la perdida completa del surfactante 
sobre las nanopartículas.  
 
 
3.2.- Conclusiones: 
 
 A lo largo de este capítulo se ha presentado un método reproducible de 
síntesis de nanopartículas de Fe3O4 con ácido oleico como surfactante por 
medio de la selección minuciosa de parámetros determinantes como la relación 
Fe: surfactante, disolvente o tiempo de reacción. A través de dicha reacción se 
han obtenido nanopartículas de magnetita con un tamaño de núcleo de 5 nm y 
radio hidrodinámico de 10 nm donde se ha demostrado la presencia del ácido 
oleico por diversas técnicas de caracterización como TGA, espectrometría de 
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masas y FTIR. Además de presentar un tamaño ideal para sus posteriores 
funcionalizaciones, esta muestra presenta unas propiedades magnéticas idóneas 
como un elevado valor de magnetización así como un comportamiento 
superparamagnético que permiten su empleo como agente de contraste para 
MRI. 
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4.1.- Proceso experimental y muestras obtenidas  
 
En el Capítulo 3 se ha mostrado la síntesis de nanopartículas 
hidrofóbicas con ácido oleico como surfactante mediante la descomposición 
térmica de precursores orgánicos de hierro en presencia de disolventes 
orgánicos de elevado punto de ebullición. Estas partículas, debido a su carácter 
hidrófobo, no pueden ser empleadas de forma directa en aplicaciones 
biomédicas. Para poder aplicar las nanopartículas en biomedicina, tanto in vivo 
como in vitro, éstas deben formar una dispersión coloidal estable en condiciones 
fisiológicas, es decir, en agua a pH 7 y a la concentración salina adecuada. La 
posible agregación de las partículas en medio acuoso podría provocar la 
formación de trombos dentro de los vasos sanguíneos, dando lugar incluso a la 
muerte. Así pues, es necesaria una segunda etapa de dispersión en medio 
acuoso que proporcione una elevada estabilidad coloidal a la vez que mantenga 
inalteradas las propiedades magnéticas proporcionadas por el núcleo de hierro. 
Aunque existen bastantes métodos para estabilizar las partículas de magnetita 
en agua,1–5 todas ellas pueden englobarse fundamentalmente en tres grandes 
grupos; formación de micelas, intercambio de ligando y, como se propone por 
primera vez en este trabajo, la modificación química del surfactante (Tabla 4.1).6 
El desarrollo de un método nuevo de estabilización en agua y la 
funcionalización de las nanopartículas de óxido de hierro constituye uno de los 
objetivos principales de este trabajo. Como se ha comentado, hasta el desarrollo 
de nuestra aproximación, todos los métodos se basaban en eliminar el ácido 
oleico de la superficie, al menos parcialmente, o enmascararlo con el uso de 
polímeros de distintos tipos. Nuestra aproximación ha consistido en aprovechar 
la química del grupo funcional presente en el surfactante, un doble enlace 
carbono-carbono. La presencia de este doble enlace permite llevar a cabo un 
gran número de reacciones, algo que ha sido ignorado hasta la fecha. Con esta 
aproximación se han desarrollado dos nuevas formas de funcionalización de las 
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partículas de óxido de hierro; la oxidación del doble enlace, cuyos resultados se 
muestran en este capítulo, y la metátesis de olefinas (Capítulo 5).  
Tabla 4.1. Resumen de mecanismos de funcionalización orgánica de NPs de magnetita 
 
 
Método 
 
Ejemplos Ventajas Desventajas 
Formación de 
micelas 
PEG-PE + FC 
Polímeros biocompatibles. 
Condiciones suaves 
-Débil unión del 
surfactante. 
-Aumento de tamaño 
Intercambio de 
ligando 
DMSA 
Ac. cítrico 
-Reacción en una etapa 
-Gran variedad de moléculas 
-Rendimiento bajo 
-Composición 
superficial mal 
definida 
-Reproducibilidad 
Modificación 
química 
Oxidación 
Metátesis 
-Reproducibilidad 
-Unión surfactante y 
partícula inalterada 
-Gran variedad de moléculas 
-Estabilización en agua y 
funcionalización en un paso 
-Reacciones más 
complejas 
 
La primera de las reacciones dentro de esta nueva aproximación es, como 
se ha dicho, la oxidación del doble enlace para generar un ácido carboxílico 
(Figura 4.1), que es una reacción ampliamente utilizada en química orgánica 
desde hace mucho tiempo y que se puede ejecutar según una amplia variedad 
de condiciones.7 Esta reacción se lleva a cabo sobre las NPs hidrófobas (1) 
mediante el uso de permanganato potásico como oxidante y un catalizador de 
transferencia de fase, el cloruro de trimetilbencilamonio, al tratarse de una 
reacción bifásica. El papel del catalizador en esta reacción es conseguir que el 
ión permanganato se disuelva en la fase orgánica donde están dispersas las 
nanopartículas. La reacción conlleva la hidrólisis de los complejos entre el ión 
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permanganato y el doble enlace con ruptura final del doble enlace para generar 
un ácido carboxílico en su lugar. Esta ruptura se lleva a cabo en medio ácido 
empleando tampón acetato, como en el trabajo original o tampón 
NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 2,9) en esta tesis. De esta forma pasamos del ácido 
oleico a un ácido dicarboxílico con siete metilenos, el ácido azelaico, como 
nuevo surfactante, NP-azelaico (2).  
La presencia de este nuevo grupo carboxílico proporciona la buscada 
estabilidad de estas partículas en medios acuosos e incorpora un grupo 
funcional para futuras reacciones de funcionalización. Esta modificación genera 
unas NPs de 38 ± 2 nm de tamaño hidrodinámico (PDI 0,2) y -44 mV de 
potencial Zeta (N=10). Como decimos, una de las ventajas de este método es 
que el nuevo grupo carboxílico no solo proporciona estabilidad en medio 
acuoso, sino que permite la unión covalente de distintas biomoléculas en la 
superficie de las NPs, como se mostrará en los siguientes capítulos. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1.-Reacción general de síntesis de nanopartículas con el ácido azelaico como 
surfactante (2). 
 
 
El montaje experimental empleado se muestra en la Figura 4.2 constando 
de una placa calefactora, un bloque de aluminio para el calentamiento del 
matraz, un matraz esferoide 100 mL y un agitador mecánico. Para efectuar la 
reacción a gran escala (3x) el montaje empleado fue semejante al anteriormente 
descrito, pero usando en este caso un matraz de 250 mL. El empleo de un 
agitador mecánico en esta reacción es fundamental ya que durante el proceso 
  
 Capítulo 4 
54 
de oxidación se produce una pequeña desestabilización de las nanopartículas 
que, de usar un agitador magnético haría que se agregaran completamente. Esta 
desestabilización es debida a la generación de una partícula hidrófila en el seno 
de un disolvente orgánico, por lo que favorecer el contacto entre las dos fases 
facilita el paso de la nueva partícula a la fase acuosa. El uso del agitador 
mecánico nos permite utilizar velocidades de agitación altas de forma que se 
maximice el contacto entre el agua y la fase orgánica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2.- Montaje experimental para la síntesis de las NP-azelaico (2) a pequeña escala. 
 
Para la oxidación de las partículas 1 las dos fases de la reacción, agua y 
cloroformo, se calentaron a 55ºC y con agitación mecánica durante 4 horas. 
Pasado este tiempo se añadió una disolución tampón NaH2PO4/Na2HPO4 a pH 
2,9 para la hidrólisis de los complejos formados; dicha mezcla se mantuvo toda 
la noche a 60ºC con agitación intensa. Transcurridas aproximadamente 20 horas 
puede observarse como las NPs han pasado a la fase acuosa y la orgánica queda 
de color transparente, demostrándose así el cambio ocurrido en las NPs. Las 
nuevas partículas se purifican lavándolas repetidas veces con disolución básica 
de NaOH (1%) y posteriormente con tapón fosfato a pH neutro, separándolas 
en cada lavado con ayuda de imán (Nd-Fe-B). Finalmente las NPs ya 
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purificadas se dispersan en tampón fosfato (10 mM) a pH neutro, observándose 
un ligero cambio de color de negro a marrón debido a la oxidación parcial del 
núcleo de magnetita a maghemita durante el proceso de oxidación del 
surfactante. 
Tras el proceso de oxidación, las nuevas NPs obtenidas, NP-azelaico (2) 
presentan propiedades fisicoquímicas muy distintas a las NP-oleico (1) 
observables a simple vista. La Figura 4.3 muestra claramente el paso de 
estabilidad de un medio a otro al trascurrir la reacción. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  4.3.- Foto de la diferente estabilidad de las partículas antes y después de la 
oxidación del ácido oleico. 
 
Un parámetro fundamental, habitualmente ignorado, a la hora de 
desarrollar nuevas vías de funcionalización de nanopartículas es la 
reproducibilidad de dicha reacción. Para el estudio de la misma repetimos la 
reacción de oxidación en condiciones ácidas sobre el mismo tipo de NPs 1 tres 
veces. Como puede observarse en la Tabla 4.2 el tamaño hidrodinámico como 
de heterogeneidad de tamaño y el potencial Z no cambian sustancialmente en 
las tres medidas. Además, aunque no recogido en la tabla, esta reacción ha sido 
repetida decenas de veces para la obtención de distintas partículas dando 
siempre los mismos valores de las principales variables fisicoquímicas. 
Las nuevas NPs hidrofílicas (2) fueron caracterizadas mediante las 
técnicas habituales para el estudio tanto de sus propiedades magnéticas como 
de su composición química. 
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Tabla 4.2.- Tamaño, distribución de tamaños y potencial Z de repeticiones de la reacción de 
oxidación sobre la muestra 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Así, los datos de TEM de la NPs 2 (Figura 4.4) muestran unas partículas 
esféricas con un núcleo de 6 nm de diámetro aproximadamente, semejante al de 
las NPs de partida (1), por lo que la reacción no ha producido ningún cambio de 
tamaño ni del estado de agregación de las partículas (similar al de las partículas 
hidrofóbicas iniciales) algo especialmente relevante si se compara con otras 
alternativas señaladas anteriormente. Otro aspecto a destacar es que esta 
homogeneidad y falta de agregación se consigue con un ligando tan pequeño 
como es el ácido azelaico, en lugar de grandes polímeros como es habitual. 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4.- Imágenes TEM de muestras Fe2O3 /Fe3O4-azelaico (escala 50 y 80 nm) 
 
 Los resultados observados en el estado de agregación y homogeneidad 
de tamaños del núcleo de estas NPs concuerdan con los resultados de PDI 
obtenidos mediante dispersión dinámica de luz (DLS) mostrados anteriormente 
Muestra 
Tamaño DLS 
(nm) PDI 
Z-potencial 
(mV) 
2.1 37 0,20 -46 
2.2 38 0,18 -44 
2.3 40 0,21 -45 
50nm 
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y que también indican la presencia de partículas de pequeño tamaño y bien 
dispersas. El valor del tamaño hidrodinámico es ligeramente superior al de las 
partículas hidrófobas, como era de esperar, pero en cualquier caso muy 
pequeño y homogéneo. Este valor se encuentra muy por debajo de los 100 nm, 
lo que nos permite posteriores conjugaciones con moléculas de mayor tamaño 
para su aplicación in vivo. Además, este tamaño es inferior al obtenido para 
diversas NPs hidrófilas obtenidas por otras metodologías como el intercambio 
de ligando o la formación de micelas. 9–11 
El cambio de surfactante así como la estabilidad de las NPs también se 
demostró mediante el estudio del potencial Z que presentaban las nuevas NPs 
hidrofílicas a distintos valores de pH.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5.- Curva de potencial Z de un ejemplo de la muestra 2 obtenida en este trabajo. 
 
Los resultados mostrados en la Figura 4.5 muestran la curva típica de 
nanopartículas cargadas negativamente. La presencia del grupo carboxilo 
terminal le proporciona un valor de potencial negativo a partir de pH 4,5 y una 
elevada estabilidad a pH neutro, -44 mV. Además, los datos obtenidos están en 
concordancia con la presencia del ácido azelaico en la superficie. Dicho ácido 
presenta unos valores de pKa de 4,53 y 5,3 y, como se puede ver en la Figura 4.5, 
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las partículas tienen el punto isoeléctrico alrededor de 4,5-4,6, como cabría 
esperar de la presencia del ácido azelaico en la superficie de las mismas. 
El espectro obtenido por FTIR (Figura 4.6) confirma la presencia del 
ácido azelaico en la superficie de las NPs, mediante las bandas propias del 
ácido azelaico a 3300 cm-1 (O-H), 1660 cm-1 (C=O), 1410 cm-1, 1095 cm-1 (C-O), 
995 cm-1 (C-O) y 900 cm-1 (O-H), así como las propias del núcleo de óxido de 
hierro, en estas se aprecia cierta oxidación superficial desde magnetita a 
maghemita a través de la presencia de dos bandas a 560 cm-1  y 640 cm-1 
generadas por el enlace Fe-O en las distintas estructuras.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.6.- Espectro FTIR de una muestra representativa NPs Fe2O3/Fe3O4-azelaico (2). 
 
 Otra de las técnicas de caracterización empleadas para el estudio del 
surfactante y la interacción de éste con el núcleo fue el análisis TG, en el que se 
observan dos etapas en la pérdida de masa. Como se puede ver en la Figura 4.7, 
la primera de las etapas tiene lugar en el rango entre los 40 ºC y 150 ºC y 
corresponde a la pérdida del agua y de moléculas adsorbidas en la superficie de 
las NPs. La segunda etapa, comprendida entre los 150 ºC y 600 ºC corresponde 
a la combustión de los compuestos orgánicos enlazados a la superficie de las 
NPs. Las elevadas temperaturas requeridas para dicha combustión demuestra 
el fuerte enlace establecido entre los núcleos de hierro y el surfactante. Además, 
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la pérdida del 10% de masa, la mitad de la pérdida observada en el caso de las 
NPs Fe3O4-oleico (1), coinciden con el hecho de que el ácido azelaico presente 
un peso molecular casi 2 veces inferior que el oleico (188 g/mol frente a los 282 
g/mol del ácido oleico), lo que demuestra una modificación química de 
prácticamente todas las moléculas de oleico a través de la oxidación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7.- Curva TG de una muestra 2 representativa. 
 
Este hecho se confirmó también mediante espectroscopia de resonancia 
magnética nuclear de protón, permitiendo además cuantificar el número de 
moléculas de azelaico en las NPs. Para ello 2 mL de la muestra 2 fueron 
disueltas en HCl concentrado (HCl 37%, temperatura ambiente). El disolvente 
se eliminó en el rotavapor y el residuo se dispersó en CDCl3. El espectro 
obtenido (Figura 4.8) muestra las bandas correspondientes al ácido azelaico 
[0,30 (m, 6H), 0,95 (m, 4H), 1,3 (m, 4H)] con las correspondientes integraciones. 
Es importante destacar la ausencia en el espectro de los picos correspondientes 
al ácido oleico, el cual además es mucho más soluble en CDCl3 que el azelaico, 
corroborándose así los resultados obtenidos por TGA.  
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Figura 4.8.- Espectro 1H RMN  de la muestra 2. 
 
Para la cuantificación del número de moléculas se añadió una cantidad 
conocida de la 3-aminopiridina (2,7 mg) como referencia. Las bandas 
provenientes de ésta fueron empleadas para la cuantificación del ácido azelaico 
al compararlas con las dos señales producidas por el ácido a 0,30 ppm y 0,95 
ppm. A partir de los cálculos se determinó una concentración de ácido azelaico 
en la muestra de 0,25 mM, que se correspondería con aproximadamente 40 
moléculas de ácido por NP.12,13  
Finalmente, las curvas de magnetización obtenida mediante VSM (Figura 
4.9) ponen de manifiesto un carácter superparamagnético sin presencia de 
histéresis ni cohercitividad, lo que demuestra que la reacción de oxidación no 
ha modificado este comportamiento en las NPs. Además, el valor de 
magnetización de saturación medido de 67 emu/g Fe es ligeramente inferior al 
de la muestra precursora 1 debido posiblemente a, como ya se demostró por 
FTIR, la oxidación superficial de las partículas de magnetita a maghemita. Esta 
modificación en la geometría cristalina del núcleo debido al cambio en el 
número de oxidación de los iones Fe influye en el momento magnético neto, lo 
que finalmente se traduce en un ligero descenso en los valores de 
magnetización de saturación, en cualquier caso no significativo para su 
posterior aplicación. 
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Figura 4.9.- Curva VSM de la muestra Fe2O3/Fe3O4-azelaico. 
 
Para comprobar la utilidad de estas NPs como agente de contraste para 
MRI se midieron los tiempos de relajación tanto longitudinal (T1) como 
transversal (T2) en un relaxómetro de 1,5 T, a 37 ºC, obteniéndose unos valores 
de r1 de 4 s-1 mM-1 y de r2 de 115 s-1 mM-1, lo que es comparable al de otros 
contrastes comerciales con aplicaciones in vivo aprobadas por los organismos 
regulatorios correspondientes. 
 
 
4.2.- Conclusiones: 
 
Así pues, en el presente capítulo se ha demostrado que es posible 
emplear la química orgánica tradicional del ácido oleico sobre la superficie de 
las partículas para la obtención de forma sencilla y reproducible de 
nanopartículas superparamagnéticas hidrofílicas. 
Dicha reacción ha dado lugar a un nuevo tipo de nanopartículas 
hidrofílicas con el ácido azelaico como surfactante, que conservan las 
propiedades magnéticas del precursor y permite su aplicación como agente de 
contraste para MRI. Esta dispersión de nanopartículas está lista para su 
posterior biofuncionalización, como se demostrará en los capítulos siguientes. 
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Funcionalización covalente de nanopartículas de 
óxido de hierro mediante la metátesis de olefinas. 
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 La funcionalización de biomoléculas de forma específica, en condiciones 
fisiológicas, sin alterar la actividad natural del substrato para su aplicación 
principalmente in vivo, se conoce como química bioortogonal.1 La metátesis de 
olefinas es una reacción que cumple muchas de las condiciones de la química 
bioortogonal. Esta reacción se lleva a cabo entre dos olefinas las cuales 
intercambian sus grupos alquenilos en presencia de un catalizador metálico 
para dar lugar a dos nuevas olefinas.2,3,4 Como muchos de los grandes hallazgos 
químicos, la metátesis de olefinas fue descubierta accidentalmente como 
consecuencia del estudio de Ziegler en el desarrollo de sistemas metálicos 
alternativos para reacciones de polimerización5 y desde entonces han sido 
numerosos los estudios de nuevos sistemas catalíticos así como de análisis en 
profundidad de los mecanismos de reacción. El interés en la reacción de 
metátesis se debe a las numerosas ventajas que dicha reacción presenta en la 
formación de nuevos enlaces C-C frente a otras reacciones con el mismo 
objetivo.6,7 Por ejemplo, las pequeñas cantidades de catalizador necesarias 
(entre el 5 y 10% mol), los elevados rendimientos obtenidos en condiciones 
suaves y periodos de reacción relativamente cortos, la tolerancia que presenta 
hacia numerosos grupos funcionales, el fácil manejo de los sustratos (olefinas) 
de partida.8 Dependiendo del tipo de substrato empleado, la reacción de 
metátesis se subdivide en: cross metathesis (metátesis entre alquenos de 
distintas moléculas), ring-closing metathesis (la reacción de metátesis da lugar a 
olefinas cíclicas a partir de dos alquenos en la misma molécula) y ring-opening 
metathesis polymerization (la apertura de olefinas cíclicas a través de esta 
metátesis genera nuevos polímeros).5 Uno de los factores determinantes en el 
uso de la metátesis es el catalizador empleado para llevarla a cabo. Los más 
empleados tradicionalmente se han basado fundamentalmente en dos metales: 
Molibdeno y Rutenio. Inicialmente, la metátesis de olefinas, y en concreto la 
metátesis cruzada, se llevaba a cabo empleando diversos derivados de 
molibdeno.9–11 Sin embargo, su elevada sensibilidad a la humedad así como la 
descomposición durante el almacenamiento incentivó el desarrollo de nuevos 
catalizadores basados en complejos heteroatómicos de rutenio. Su elevada 
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eficiencia así como tolerancia hacia múltiples grupos funcionales permitió 
ampliar el uso de este tipo de catalizadores para la aplicación de la reacción de 
metátesis en la síntesis de nuevos polímeros y moléculas complejas a través de 
un menor número de reacciones.2 En nuestro caso, el catalizador empleado para 
el desarrollo de la metátesis como nueva herramienta química de 
funcionalización de NPs es el catalizador de Hoveyda-Grubs de segunda 
generación, cuya estructura se muestra en el esquema general de la metátesis de 
la Figura 5.2. Dicho catalizador fue seleccionado debido no solo a su elevada 
tolerancia hacia diversos grupos funcionales, sino también por el alto 
rendimiento en la obtención de los nuevo alquenos y por el reducido grado de 
homodimerizaciones o “self-metathesis”. 
 
 
5.1.- Reacción de metátesis para la modificación superficial de las 
nanopartículas 
 
 Como ya hemos dicho en el capítulo previo, nuestro enfoque en este 
trabajo es que el ácido oleico que actúa como surfactante de las partículas 
hidrófobas, contrariamente al uso habitual, es una molécula sobre la que se 
puede realizar química gracias al grupo alqueno que presenta. Por esta razón y 
el potencial de la metátesis como futura reacción bioortogonal decidimos 
probarla como nueva ruta de funcionalización covalente y en un paso de las 
partículas NP-oleico (1).  
 Al ser la primera vez, hasta donde sabemos, que se aplicaba esta reacción 
para funcionalizar NPs lo primero fue comprobar la viabilidad de la reacción 
como método de funcionalización. Para ello se realizó la reacción de metátesis 
sobre las nanopartículas 1 con cuatro moléculas de distinta naturaleza, todas 
ellas con un doble enlace terminal como denominador común; acrilato de 
metilo, 6-hexenonitrilo, trifluoroacetato de alilo y 3-aliloxi-1,3-propanodiol. 
Estas cuatro moléculas fueron seleccionadas debido a que presentan buenas 
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características para una primera prueba de concepto al tratarse de moléculas 
pequeñas, solubles en disolventes orgánicos y con un alqueno terminal que 
incrementa la reactividad ante este tipo de reacciones debido a la disminución 
del impedimento estérico. Además, en el caso del acrilato de metilo, un sustrato 
empleado frecuentemente en la metátesis de olefinas,12 debido a su estructura, 
es posible obtener partículas estables en agua a través de una simple hidrólisis 
como se mostrará más adelante.  
 El montaje experimental empleado para todas las reacciones de metátesis 
se muestra en la Figura 5.1, el cual consta de una placa calefactora, un bloque de 
aluminio, un matraz esférico de 100 mL y una boca, un agitador mecánico y una 
varilla de agitación de teflón con terminación en forma de hélice. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.1.- Montaje experimental para la funcionalización de NPs mediante la metátesis de 
olefinas. 
 La Figura 5.2 muestra el esquema general de la reacción de metátesis 
entre las NPs y los distintos sustratos. Ésta fue llevada a cabo sobre el doble 
enlace presente en el surfactante de las NPs-oleico empleando las cuatro 
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moléculas anteriormente mencionadas, CHCl3 como disolvente y el catalizador 
de Hoveyda-Grubbs de 2ª generación.  
El procedimiento experimental empleado en todas las reacciones de 
metátesis fue similar; la muestra 1 (Figura 5.2) se diluyó en cloroformo y se 
mezcló con el catalizador y un exceso de olefina terminal. La reacción se dejó 
toda la noche con agitación y a una temperatura de 60 ºC. Posteriormente las 
NPs obtenidas se purificaron con etanol o metanol, dependiendo de la olefina 
empleada y de la inestabilidad que dicho disolvente generaba en ellas, con 
ayuda de un imán. Finalmente, se dispersaron en CHCl3 en el caso de las NPs 
con acrilato de metilo, hexenonitrilo y trifluoroacetato de alilo o DMSO para las 
NPs con el derivado de propanodiol, debido a la menor hidrofobicidad de este 
último. 
 
Figura 5.2.- Reacción general de metátesis para la funcionalización de nanopartículas de óxido 
de hierro. 
 
 El radio hidrodinámico de las partículas después de la reacción fue 
medido mediante DLS. Como se puede observar en la Tabla 5.1, los tamaños y 
valores de PDI obtenidos son similares a los de la muestra de partida 1 vista en 
el capítulo 3 (DLS: 10,8 ± 0,9 nm, PDI: 0,10 ± 0,02) y prueban la ausencia de 
agregación empleando las condiciones descritas. Únicamente en el caso de la 
muestra con el ligando 5 el valor de PDI se ve ligeramente incrementado debido 
a una menor estabilidad de las NPs en el disolvente. Las propiedades 
fisicoquímicas de este ligando hace que las NPs no sean tan hidrófobas como 
para ser estables en CHCl3 ni tan hidrófilas como para conseguir una total 
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estabilización en disolventes polares, lo cual a su vez es otra prueba del cambio 
en la estructura del surfactante. 
 
Tabla 5.1.- Resumen de promedio de tamaños y distribución de tamaños (N=4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como se ha dicho anteriormente uno de los factores más importantes, y 
que habitualmente no se tiene en cuenta a la hora de desarrollar una reacción 
como nueva vía de funcionalización es su reproducibilidad. Para demostrarlo 
en nuestra aproximación la reacción de metátesis fue repetida cuatro veces para 
cada tipo de ligando y, como se muestra en la Tabla 5.1, se obtienen valores con 
una gran homogeneidad.  
 La presencia de las nuevas estructuras tras la reacción de metátesis se 
comprobó mediante FTIR. En la Figura 5.3, se muestran los espectros para cada 
una de las muestras obtenidas. En el espectro de la muestra con el ligando 3 
(panel A de la Figura 5.3) destaca el descenso en intensidad de las bandas 
generadas por los enlaces C-H a 2918 cm-1 y 1985 cm-1 debido a la disminución 
del número de carbonos en la nueva estructura del surfactante. Otras bandas 
destacadas aparecen a 1675 cm-1 (C=O), 1560 cm-1 (C=C), 1115 cm-1 (C-O-C) y la 
generada por el núcleo de hierro a 564 cm-1 (Fe-O). En el caso de la muestra con 
el ligando 4, (panel B de la Figura 5.3) las bandas más características aparecen a 
2200 cm-1 (N=C) y 1200 cm-1 (N-H) y son generadas por el nuevo grupo nitrilo. 
En este caso la disminución de las banda producidas por el enlace C-H no es tan 
intensa como en el caso de la muestra con ligando 3 debido a que el número de 
Ligando Tamaño NP 
(nm) 
PDI Disolvente 
3 9,1 ± 0,7 0,24 ± 0,04 CHCl3 
4 10,6 ± 0,6 0,21 ± 0,16 CHCl3 
5 9,8 ± 3,5 0,25 ± 0,05 CHCl3 
6 8,7 ± 1,0 0,33 ± 0,31 DMSO 
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carbonos final presente en el surfactante apenas se ve alterado. La principal 
prueba de la correcta funcionalización con la molécula de trifluoroacetato de 
alilo aparece en el espectro de la muestra con el ligando 5 (panel C de la Figura 
5.3) a 1200 cm-1 y es debida al enlace C-F. Otras bandas significativas aparecen 
de este espectro aparecen a 2907 cm-1 y 2857 cm-1 (C-H), 1670 cm-1 (C=O), 1558 
cm-1 (C=C), 1185 cm-1 (C-O-C) y a 564 cm-1 debida a la vibración del enlace Fe-O 
presente en el núcleo de magnetita. Por último, en el caso de la muestra con el 
ligando 6 (panel D de la Figura 5.3) funcionalizada con un derivado diol, las 
bandas predominantes son las debidas fundamentalmente a los modos de 
vibración y deformación de los enlaces C-O (1030 cm-1, 1130 cm-1 y 1410 cm-1) y 
la generada por el doble enlace C=C (1530 cm-1).  
 
 
Figura 5.3.- Espectro FTIR representativo de las muestras 3, 4, 5 y 6 (A, B, C y D 
respectivamente) 
 
 El tamaño y forma del núcleo de la partícula fue analizado mediante 
TEM. En la Figura 5.4 se muestran las imágenes obtenidas para cada muestra. 
Se aprecia claramente el tamaño pequeño de los núcleos en todas las muestras, 
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así como una gran homogeneidad de tamaños y formas, de acuerdo con los 
resultados obtenidos por DLS. En el caso de la muestra con el ligando 6, a pesar 
de cierta heterogeneidad de tamaños mostrada en DLS, las imágenes TEM 
muestran que no existe agregación tras la reacción de metátesis (panel D de la 
Figura 5.4). Como se ha comentado, la mayor heterogeneidad de tamaños de 
esta muestra por DLS se debe a la menor capacidad estabilizadora de dicho 
ligando. En cuanto a la forma de los núcleos de óxido de hierro, puede 
observarse cómo en todas las muestras éste presenta una forma esférica 
semejante al de la muestra hidrofóbica de inicio 1, demostrándose así la 
ausencia de influencia de la reacción en la morfología de las NPs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.4.- Imágenes TEM de algunos ejemplos de NPs tras la metátesis con olefinas a) acrilato 
de metilo (3), 6-hexenonitrilo (4), trifluoroacetato de alilo (5) y 3-aliloxi-1,2-propanodiol (6). 
 
 Por último, en el proceso de caracterización de las muestras obtenidas a 
través de esta reacción de metátesis se estudiaron sus propiedades magnéticas. 
Las curvas de magnetización de las muestras con los ligandos 3-6 fueron 
medidas (Figura 5.5), mostrando el típico comportamiento superparamagnético 
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a temperatura ambiente en todas ellas. Al comparar los valores obtenidos para 
las distintas muestras con respecto al de la muestra 1, de 77 emu/g Fe, vemos 
cómo se da una ligera disminución en el valor de la magnetización de 
saturación, obteniéndose unos valores de 65 emu/g Fe para la muestra 3, 64 
emu/g Fe para la 4, 68 emu/g Fe para la muestra 5 y 55 emu/g Fe para la 
muestra 6.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.5.- Curvas representativas de magnetización de las muestras 3, 4, 5 y 6. 
 
Para todos los ligandos empleados hasta ahora se han obtenido NPs 
hidrófobas, muestras 3-5, o ligeramente polares, muestra 6. Como ya se ha 
comentado varias veces, para la aplicación biomédica de las NPs éstas deben 
mostrar una gran estabilidad coloidal en medio acuoso. En este sentido, de 
todas las muestras sintetizadas, la presencia de un grupo éster en la muestra 3 
la convierte en ideal para su transformación a hidrofílica a través de una 
reacción de hidrólisis. Para ello se mezcló la muestra 3 con una disolución de 
NaOH (1%) en dioxano (Figura 5.6). Las nuevas partículas obtenidas, muestra 7, 
son estables en agua debido a la presencia del grupo carboxílico, y, además, son 
una plataforma de inicio para posteriores biofuncionalizaciones, siendo la 
primera prueba de la obtención de partículas hidrófilas mediante la metátesis 
de olefinas, si bien de forma indirecta en este primer ejemplo. 
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Figura 5.6- Mecanismo general de síntesis de muestra 7. 
  
 La muestra 7 se dispersó en tampón fosfato a pH fisiológico siendo la 
mejor prueba del éxito de las etapas de metátesis e hidrólisis el diferente 
comportamiento entre las muestras 1 y 7 en una mezcla cloroformo-agua, como 
se muestra en la Figura 5.7. Estas nuevas NPs hidrofílicas presentaban un 
tamaño hidrodinámico de 28 ± 10 nm (PDI 0,30 ± 0,07, N=3), medido por DLS. 
Este ligero aumento en el tamaño con respecto a la muestra 3 es el esperado y 
está en consonancia con el tamaño de las NPs recubiertas de ácido azelaico 
presentadas en el capítulo anterior. A pesar de este pequeño incremento, las 
NPs obtenidas tienen un tamaño muy inferior a 100 nm que suele encontrarse 
comercialmente para aplicaciones biomédicas de óxido de hierro, aunque hay 
algunas aplicaciones incluso con micropartículas. 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.7.- Ejemplo de muestra 3 dispersada en CHCl3 y posterior estabilización en H2O tras la 
hidrólisis. 
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 El espectro FTIR de la muestra 7 se muestra en la Figura 5.8. En él 
pueden observarse cambios significativos al compararlo con el espectro de la 
muestra precursora 1. Entre estos cambios cabe destacar el incremento de la 
banda a 1630 cm-1 (C=O) debido al nuevo grupo carboxílico terminal y a 1570 
cm-1 (C=C), así como la reducción en intensidad de las bandas generadas por 
los grupos metilenos (1430 cm-1 y 2900 cm-1) al disminuir el número de 
carbonos, un incremento de la banda de deformación fuera del plano a 1016  
cm-1 (COO-) y la presencia de la banda a 1115 cm-1  (C-O-C) en la muestra 7.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.8.- Espectro FTIR de una muestra 7 representativa. 
 
 La presencia del nuevo grupo carboxilo en la muestra 7 también fue 
demostrada a través del estudio de los cambios de potencial Zeta () con el pH 
(Figura 5.9). Los resultados obtenidos muestran la estabilidad de la muestra en 
condiciones fisiológicas, con un valor de  de -37 ± 5 mV a pH 7. Este 
comportamiento coincide con las conclusiones obtenidas a través del análisis 
del espectro FTIR ya que el punto isoeléctrico observado en las NPs fue 
aproximadamente de 4,2, similar al pKa del ácido insaturado presente en la 
superficie (4,3).  
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Figura 5.9.- Estudio del cambio de potencial Z con el pH en una de las muestra 7 preparada en 
este trabajo. 
 
 El estudio del magnetismo de la muestra 7 también mostró un 
comportamiento superparamagnético, y con un valor de saturación de 
magnetización de 66 emu/g Fe, semejante al valor de la muestra hidrófoba 3 
previa a la hidrólisis, lo que demuestra cómo la reacción de hidrólisis no afecta 
al comportamiento magnético.  Para completar el estudio de estas NPs se 
midieron sus propiedades relaxométricas en agua a 1,5 T y 37 ºC. Los valores 
obtenidos fueron, r1 de 6,9 ± 2 s-1mM-1 y r2 de 96 ± 6 s-1mM-1. Estos resultados 
son los típicos de NPs de óxido de hierro de tamaño similar y permitiría su uso 
como agente de contraste para MRI. 
 
 
5.2.- Reacción de metatesis como herramienta para la obtención de 
NPs estables en agua. 
 
Una vez demostrada la efectividad de esta aproximación como método 
de funcionalización de nanopartículas de óxido de hierro se llevó a cabo la 
metátesis sobre la muestra hidrofóbica 1 empleando diversos polímeros y 
sustratos hidrofílicos para la obtención de NPs estables en medio acuoso. Para 
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ello se emplearon dos tipos de moléculas; la molécula BSR (cuyo nombre y 
estructura real no puede ser proporcionado al encontrarse en proceso de 
patente) y dos derivados de polietilenglicol (PEG). La primera de estas 
moléculas, BSR, fue seleccionada por varios motivos. El más importante fue la 
presencia de una olefina terminal y un grupo carboxilo en el otro extremo de la 
molécula. Además, su estructura debería hacer que la estabilidad coloidal de las 
partículas fuera muy grande, mucho mayor que sólo por tener un grupo 
carboxilo terminal. Por otra parte, el PEG es con toda seguridad el polímero 
más empleado en la estabilización de NPs de distinta naturaleza debido 
principalmente a la mayor estabilidad coloidal que confiere a las partículas así 
como a su capacidad para prolongar el tiempo de circulación en sangre de las 
partículas al minimizar la opsonización de las mismas. En cuanto a las 
moléculas de PEG empleadas se han elegido dos de distinto peso molecular 
(400 g/mol y 1100 g/mol). Dichas moléculas comerciales no presentan ningún 
doble enlace en la estructura con lo que, para realizar la metátesis, el primer 
paso fue introducir una olefina terminal mediante un método descrito en la 
literatura.12,13 
 
Etapa I.- Síntesis derivados PEG-olefina: La reacción que se llevó a cabo para 
la modificación de los PEG se muestra en la Figura 5.10. En ella se expone 
brevemente la reacción de sustitución nucleofílica que tiene lugar entre un 
grupo hidroxilo del PEG (400 y 1100 g/mol) y el cloruro de alilo. Tras 15 horas 
de reacción a temperatura ambiente, la muestra aceitosa obtenida fue purificada 
por cromatografía en columna para obtener finalmente el polímero listo para la 
reacción de metátesis.  
 
 
 
Figura 5.10.- Síntesis de precursores PEG-olefina (8 y 9). 
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Los sustratos PEG modificados fueron caracterizados por 1H-RMN. En 
los espectros se aprecian las señales debidas al nuevo doble enlace terminal a 
5,9 ppm (m) y 5,2 ppm (m) así como los generados por la cadena de 
polietilenglicol entre los 3,8-3 ppm (m). 
 
Etapa II.- Síntesis de NPs hidrofílicas mediante la metátesis: Tanto en el 
caso de los PEG como con el BSR, la metodología de síntesis fue la misma; la 
muestra 1 se diluyó en cloroformo y sobre esta dilución se añadió el catalizador 
Hoveyda-Grubbs de segunda generación y un exceso de olefina (PEG-olefina y 
BSR). La mezcla se mantuvo toda la noche a 60 ºC y al día siguiente las NPs 
obtenidas se lavaron con agua (NP-BSR) o DMSO y posteriormente agua (en el 
caso de NP-PEG) para, finalmente, dispersarlas en tampón fosfato.  
 En el caso de las NP-BSR, muestra 12, la reacción fue posteriormente 
escalada cinco veces. Tanto el montaje experimental como las condiciones de 
síntesis fueron las mismas y únicamente se modificaron las cantidades de los 
reactivos para tener una muestra de mayor volumen pero conservando sus 
propiedades fisicoquímicas. Tras la dispersión de las distintas NPs en los 
medios correspondientes, todas ellas fueron caracterizadas mediante las 
técnicas habituales no solo para el cambio de composición del surfactante, sino 
para el estudio de la evolución del tamaño del núcleo y la influencia de dicha 
reacción en el comportamiento superparamagnético del mismo. 
 De nuevo, la mejor evidencia del éxito de la reacción fue su estabilización 
en agua tras la funcionalización por metátesis como se demuestra en la Figura 
5.11.  
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Figura 5.11.- Estabilización en agua-cloroformo de muestras representativas de 1,10, 11 y 12, 
  
 Algunas de las principales propiedades fisicoquímicas de las muestras 
obtenidas se presentan de forma resumida en la Tabla 5.2. En todas estas 
nuevas muestras se destaca el reducido tamaño de núcleo que se corresponde 
con un reducido tamaño hidrodinámico, muy por debajo de los 100 nm en 
todos los casos. 
La estabilidad en medio acuoso de estas muestras fue confirmado 
mediante la medida del potencial . Como se observa en la Tabla 5.2, a pH 
fisiológico todas las muestras presenta un potencial negativo entre -42 mV y -30 
mV, lo que les confiere una elevada estabilidad coloidal. En este punto de 
desarrollo de esta ruta de funcionalización no se ha llevado a cabo la 
determinación de la isomería geométrica que se da en la reacción de metátesis 
al no ser una característica crítica para la aplicación de las partículas en imagen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1)                  (10)              (11)                  (12) 
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Tabla 5.2.- Resumen general de las principales propiedades fisicoquímicas de varias de las 
muestras preparadas en esta Tesis doctoral. 
 
 Las imágenes TEM de las muestras (Figura 5.12) revelan una pequeña 
agregación en las NPs funcionalizadas con PEG (paneles A y B) en comparación 
con la muestra 1. Sin embargo, en el caso de las NPs funcionalizadas con BSR 
(12) (panel C) se observa cómo el tamaño de núcleo apenas se ha modificado 
con respecto a la muestra precursora 1 (con un tamaño de TEM de 5 ± 1nm) así 
como una distribución de tamaños muy homogénea, hecho que se corrobora 
con las medidas de PDI mostradas en la Tabla 5.2. Se destacan los valores 
obtenidos para el tamaño de la muestra NP-BSR, mucho más pequeños y 
homogéneos que en el caso de las muestras con PEG. Estos valores hacen 
pensar en que la molécula BSR es una candidata óptima para la estabilización 
de las NPs en agua, consiguiéndose alcanzar una concentración de hierro de 
hasta 11 mg/mL. 
 
 
 
 
Muestra 
Tamaño TEM 
(PDI) [nm] 
Tamaño DLS 
(PDI) [nm] 

[mV] 
r1 
[mM-1s-1] 
r2 
[mM-1s-1] 
Moléculas/nm2 
NP-PEG400 
(10) 9 ± 0.4 (0.15) 
66 ± 0,6 
(0,15) -37 ± 6 6,75 143,23 3.5 ± 0.3 
NP-PEG1100 
(11) 11 ± 0.8 (0.20) 
49 ± 0,2 
(0,34) -42 ± 7 8,47 94,7 2.0 ± 0.4 
NP-BSR (12) 
7 ± 0.5  (0.03) 
32 ± 0,1 
(0,18) -45 ± 2 16,87 173,22 4.4 ± 0.2 
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Figura 5.12.- Imágenes TEM de muestras hidrofílicas 10 NP-PEG400 (A); 11 NP-PEG1100 (B) y 12 
NP-BSR (C) 
 
 El análisis de las curvas termogravimétricas de las muestras 10, 11 y 12 
(Figura 5.13) pone de manifiesto una perdida inicial de masa entre 40 ºC y 120 
ºC del agua adsorbida en la superficie, mucho más significativa en el caso de la 
muestra 12 y posteriormente una pérdida de peso correspondiente a los 
surfactantes orgánicos en distintas etapas empleando elevadas temperaturas 
(de 120 ºC a 600 ºC), lo que pone de manifiesto una fuerte unión covalente de la 
molecula BSR, el PEG400 y PEG1100 a la superficie de las NPs. En el caso de las 
NPs funcionalizadas con el PEG400 la curva está ligeramente desplazada a 
mayores temperaturas con respecto a los otros surfactantes.  El estudio de estas 
curvas es útil para calcular la densidad de empaquetamiento (en número de 
moléculas por unidad de área) del dispersante en las NPs, asumiendo una 
forma esférica y una densidad del núcleo de Fe3O4 de 5,18 g/cm3. El alto grado 
de empaquetamiento en la muestra 12 de 4,4 moléculas/nm2 explica la 
excelente estabilidad coloidal de dichas partículas. En el caso de las muestras 10 
y 11 este empaquetamiento es todavía grande (3,5 y 2,0 moléculas por nm2) 
pero inferior que en el caso de las muestras con BSR y coincide con las descritas 
por otros métodos en la bibiografia.13 En el caso de las muestras 10 y 11 
considerando el radio de Flory (1,38 nm para PEG400 y 2,3 nm para PEG1100),20 y 
su densidad de empaquetamiento, anteriormente descrita, podemos asumir que 
las cadenas de PEG en la muestra 10 se encuentran una disposición 
denominada “cepillo” mientras que en la muestra 11 las cadenas de PEG se 
encuentran extendidas sobre la superficie de la partícula, la conocida como 
conformación tipo “champiñón”, debido a que la densidad de 
A    B    C 
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empaquetamiento es menor por el mayor tamaño de las cadenas de PEG1100.20,21 
Éste hecho explica el ligero incremento en el tamaño hidrodinámico en la 
muestra 10 con un polímero de menor peso molecular. Debido a que las 
moléculas de PEG se encuentran en un conformación más extendida en la 
muestra 10, el tamaño final es mayor en la muestra funcionalizada con PEG1100, 
el cual, como ha mostrado los valores de densidad de empaquetamiento, se 
encuentra más disperso sobre la superficie de las NPs. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.13.- Curva TGA de las muestras 10 NP-PEG400 (azul), 11 NP-PEG1100 (rojo) y 12 NP-BSR 
(verde). 
 Las propiedades magnéticas de las nuevas NPs obtenidas y el estudio 
de la influencia de los nuevos surfactantes en su comportamiento magnético 
fueron llevados a cabo a través de las medidas de VSM y relaxometría. Como se 
observa en la Figura 5.14, el efecto de las cadenas de etilenglicol en la superficie 
de los núcleos de hierro no afectan al carácter superparamagnético de las NPs, 
pero sí lo hace sobre sus valores de saturación, obteniéndose unos valores de 
magnetización de 37 emu/g Fe y 41 emu/g Fe para las muestras 10 y 11 
respectivamente, si los comparamos con los valores de 77 emu/g Fe obtenidos 
para la muestra 1. Estos valores tan bajos coinciden con los observados para 
NPs de semejante naturaleza funcionalizadas mediante otras reacciones,14 lo 
que significa que la reducción de dicha saturación es debida a la composición 
de estas nanopartículas y no se debe a la reacción de metátesis empleada en 
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nuestro caso. Esto es aun más evidente teniendo en cuenta el caso de la muestra 
12 en la que ni el comportamiento superparamagnético de las NPs ni la 
magnetización de saturación se han visto afectados tras el proceso de 
funcionalización (Figura 5.14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.14.- Curvas VSM de muestras representativas de 10 NP-PEG400 (azul), 11 NP-PEG1100 
(roja) y 12 NP-BSR (verde). 
  
 Estos valores de magnetización se correlacionan con los datos obtenidos 
a través del estudio de las propiedades relaxométricas. Dichas propiedades 
fueron analizadas a través de las medidas de los tiempos de relajación T1 y T2 a 
diferentes concentraciones de Fe en un Bruker Minispec a 1,5 T. Como muestran 
los valores presentes en la Tabla 5.2, las tres muestras presentan muy buenas 
propiedades de relajación transversales (r2) como era de esperar. 
 
5.3.- Conclusiones: 
 En este capítulo se ha demostrado por primera vez el uso de la reacción 
de metátesis de olefinas para lograr la estabilización en agua de nanopartículas 
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de óxido de hierro hidrofobas (1) y su funcionalización en una sola etapa. De 
esta forma se han obtenido NPs superparamagnéticas de tamaños pequeños 
capaces de ser empleadas en imagen. Estos resultados abren una nueva vía de 
síntesis de nanopartículas bioactivas que está siendo explorada en estos 
momentos. 
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Biosensores “inteligentes” de metaloproteasas 
de matriz extracelular basados en 
nanopartículas de óxido de hierro. 
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En los capítulos anteriores se han mostrado dos nuevas aproximaciones 
que permiten las síntesis de nanopartículas de óxido de hierro con gran 
estabilidad coloidal en agua. Una vez optimizada la reacción de síntesis, la 
última etapa en el diseño de nuevas sondas para imagen biomédica es su 
funcionalización con alguna molécula que le aporte, añada o intensifique su 
especificidad biológica. De esta forma se incrementa su posible aplicación in 
vitro o in vivo para el tratamiento y/o diagnóstico de enfermedades.  
En este capítulo se describen los resultados obtenidos mediante la 
funcionalización de las NPs hidrofílicas sintetizadas mediante la oxidación del 
doble enlace del ácido oleico, NP-azelaico (2). Como primera aplicación nos 
planteamos el desarrollo de sondas “inteligentes” específicas de 
metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs), en concreto la MMP-2 y MMP-
9 por su implicación en procesos inflamatorios. La importancia de estas enzimas 
es bien conocida en un gran número de patologías, desde la Enfermedad 
Pulmonar Obstructiva Crónica a la Ateroesclerosis y diversos tumores.1–13 El 
papel tan relevante de estas enzimas es lo que ha estimulado en los últimos 
años el desarrollo de sondas que puedan permitir su cuantificación y/o 
detección in vitro o in vivo.14–17 La práctica totalidad de estas sondas 
“inteligentes” se han desarrollado para imagen óptica. Normalmente se basan 
en el uso de distintos inhibidores de las MMPs o secuencias de péptidos que 
son hidrolizadas de forma específica por las enzimas. Esta hidrólisis produce 
cambios fisicoquímicos en la sonda que se traducen en un cambio en la señal 
recibida en una determinada técnica de imagen (Figura 6.1). Nuestra 
aproximación es diferente en dos aspectos, en primer lugar la técnica de imagen 
elegida, la MRI y, en segundo lugar, la biomolécula elegida, la gelatina.  
La gelatina es una mezcla compleja de péptidos y proteínas obtenidos de 
la hidrólisis parcial e irreversible del colágeno. La principal razón por la que se 
eligió esta proteína es que se trata del sustrato natural de las metaloproteasas de 
matriz extracelular 2 y 9, conocidas como gelatinasas. Además, debido a las 
posibilidades de funcionalización, toxicidad y biocompatibilidad la gelatina es 
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ampliamente utilizada para el transporte de fármacos. De esta forma mediante 
la unión de la gelatina en la superficie de las partículas no solo pretendíamos 
obtener sondas específicas de MMPs, sino nanopartículas con buenas 
propiedades in vivo que permitiera su futuro uso tanto como sonda de imagen 
como en el transporte de fármacos. 
 
6.1- Síntesis de NPs-Gelatina 
 El uso de la gelatina como surfactante de nanopartículas es conocido 
desde hace tiempo.18,19 En todos los casos publicados en la literatura o bien las 
partículas se sintetizan usando la gelatina como una matriz en la que se 
produce la nucleación o la gelatina simplemente se adsorbe sobre la superficie 
de partículas hidrófilas.18–23 Nuestra aproximación fue diferente; aprovechando 
el grupo carboxilo presente en las partículas de azelaico (2) nos propusimos la 
unión covalente de la proteína al surfactante de las partículas (Figura 6.1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.1.- Síntesis de NPs-gelatina mediante funcionalización covalente. 
 
 Para ello empleamos una aproximación “clásica” de bioconjugación 
consistente en la activación del ácido carboxílico para la formación de enlaces 
amida con los grupos amino libres de la gelatina. El procedimiento 
experimental llevado a cabo fue el siguiente; la muestra de azelaico se mezcló 
en tubos de centrífuga de 2 mL con hidrocloruro de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y sulfo-N hidroxisuccinimida (sulfo-
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NHS). La mezcla se deja agitando a temperatura ambiente durante 30 minutos y 
posteriormente las NP activadas se mezclan con la proteína. La purificación se 
lleva a cabo con ayuda de un imán (Nb-Fe-Bi) y, tras varios lavados con medio 
acuoso, las NPs se dispersan en tampón fosfato a pH fisiológico (10 mM). 
 El mecanismo de dicha conjugación consiste en la reacción entre el grupo 
carbonilo terminal presente en las NPs de azelaico y el EDC, formando un éster 
activo que, en presencia de una amina, da lugar a la liberación de la isourea y 
genera una conjugación carbonilo-amina por medio de un enlace amida (Figura 
6.2). Sin embargo este éster es rápidamente hidrolizado en agua, lo que 
disminuye considerablemente el rendimiento de la reacción. Para evitar eso se 
pueden emplear derivados de NHS. Dichos compuestos reaccionan con el éster 
activado vía EDC formando otro éster, también activado, pero mucho más 
resistente a la hidrólisis en medio acuoso. Además, en el caso de trabajar con 
NPs es conveniente el empleo de sulfo-NHS porque todos los intermedios de la 
reacción son estables en agua, mientras que si se usara el más común NHS el 
intermedio activado que se formaría no sería estable en agua, se facilitaría la 
agregación de las partículas y se obtendría un menor rendimiento de la 
conjugación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2.- Reacción general de formación de enlace amida entre ácidos y aminas en presencia 
de EDC y sulfo NHS. 
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 En primer lugar se realizó la conjugación entre las NP de azelaico y la 
gelatina empleando distintas concentraciones de esta última, a fin de encontrar 
las mejores condiciones de reacción en términos de tamaño y potencial zeta (). 
Como puede verse en la Figura 6.3, el cambio máximo en ambos parámetros se 
observa cuando la concentración de gelatina en la mezcla de reacción es de 3 
mg/mL, sin observarse un aumento posterior al incrementar las 
concentraciones de proteína. En estas gráficas puede verse cómo el cambio de 
potencial zeta es el que cabría esperar si la nanopartícula se va recubriendo con 
cantidades mayores de esta proteína, con un descenso del valor de  desde 
aproximadamente -40 mV en la muestra original a los -15 mV en la muestra 
recubierta de gelatina, siendo este valor de -15 mV mucho más cercano al citado 
en la bibliografía para la gelatina.24 A su vez el tamaño hidrodinámico también 
experimenta un cambio en función de la concentración de gelatina, alcanzando 
un máximo de 55 ± 3 nm (PDI 0,2; N=12), lo que indica una ligera agregación 
tras la etapa de funcionalización, agregación que por otra parte es necesaria 
para la aproximación que se buscaba con MRI. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.3.- Ejemplo de evolución del tamaño y potencial de las NPs en función de la 
concentración de gelatina. 
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 Una vez optimizada la reacción de bioconjugación, se seleccionó la 
muestra con una concentración de 3 mg/mL de gelatina en la reacción para las 
posteriores caracterizaciones fisicoquímicas y aplicaciones in vivo e in vitro. Al 
ser esta la que presentaba la mayor variación de tamaño y potencial con la 
menor cantidad de gelatina. 
 Las imágenes obtenidas por TEM de esta muestra corroboran una ligera 
agregación de las NPs como ya se había observado por DLS. Como puede verse 
en la Figura 6.4, esta agregación es moderada sin producirse la formación de 
grandes clusters o agregados de nanopartículas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.4.- Imágenes TEM de algunos ejemplos de distintas preparaciones de la muestra con 
gelatina mostradas a distintas escala. 
  
 Los espectros de infrarrojo de estas NPs y de la gelatina se muestran en 
la Figura 6.5, en ellos se observan tanto las bandas generadas por la gelatina a 
1620 cm-1 (C=O), 1510 cm-1 (N-H), 1460 cm-1 (C-H), 1050 cm-1 (C-O) y 980 cm-1, 
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como las producidas por los modos de vibración del enlace Fe-O presentes en 
núcleo de hierro a 650 cm-1.  
 
  
 
 
 
 
 
Figura 6.5.- Espectro FTIR de una muestra representativa de NPs-Gelatina y de la gelatina sin 
funcionalizar. 
 
 Otra de las pruebas típicas para comprobar el éxito de la conjugación fue 
el estudio de las curvas termogravimétricas (TG) de las muestras. En la Figura 
6.6 se puede observar claramente el cambio entra la muestra de partida y la 
funcionalizada con gelatina. En el caso de las NPs de origen, por encima de los 
500 ºC la pérdida de masa es de entorno al 10% (como ya se explicó en el 
capítulo 4) mientras que en el caso de la muestra con gelatina puede observarse 
cómo esa pérdida de masa asciende al 35% aproximadamente debido a la 
presencia de este nuevo surfactante en la superficie de la nanopartícula. Al 
tratarse de una molécula más compleja, la curva TG de esta muestra presenta 
un perfil con varias etapas debido a los intermedios inestables generados 
durante la degradación térmica. La primera parte de la curva, entre los 0 y 100 
ºC corresponde a la pérdida del agua adsorbida en la superficie de las NPs e 
inicio de combustión de la proteína. A pesar de que la muestra fue previamente 
liofilizada, aún existe una cantidad significativa de agua adsorbida a la 
proteína, como se ha visto en el análisis de este tipo de curvas en distintos tipos 
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de materiales. 25,26 La segunda etapa de la descomposición térmica se encuentra 
entre los 150 ºC y 900 ºC, que se encuentra desplazada a temperaturas 
superiores a las necesarias para la descomposición de la gelatina libre, la cual 
presenta una combustión completa entorno a los 500 ºC.27,28 Este 
desplazamiento se debe a la fuerte unión covalente de la gelatina a la superficie 
de la NPs. A pesar de que el análisis cuantitativo de las curvas 
termogravimétricas en este tipo de proteínas es complejo, la caracterización de 
la muestra nueva mediante esta técnica confirma los datos de potencial zeta y 
FTIR respecto a la presencia de la proteína y el cambio del comportamiento tras 
la conjugación de las nuevas NPs. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.6.- Curvas TG de unas muestras representativas antes (muestra 2, gris) y tras la 
bioconjugación con gelatina (muestra 13, negro). 
  
 Tras haber comprobado por distintas técnicas la presencia de la gelatina 
en la superficie de las NPs, se llevó a cabo el estudio del comportamiento 
magnético de la muestra a través de VSM y relaxometría. La curva de de esta 
nueva nanopartícula (Figura 6.7) muestra el típico comportamiento 
superparamagnético semejante al de las NPs previas a la bioconjugación con un 
valor de magnetización de saturación de 70 emu/g Fe.   
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 Finalmente, las propiedades relaxométricas de estas nuevas NPs se 
midieron a 37 ºC  en un campo magnético de 1,5 T. Tras la modificación con la 
gelatina las partículas presentan un valor de r2 de 50 s-1 mM-1, un cambio 
significativo si lo comparamos con el valor medido para las partículas 
precursoras de 115 s-1 mM-1. Este tipo de reducción, asociado al estado de 
agregación del sistema nanoparticulado ha sido descrito y explicado 
previamente a través de trabajo teórico de Gillis et al.29 Para suspensiones 
coloidales de óxidos de hierro, la dependencia de estos valores relaxométricos 
de T2 con el tamaño de partícula depende de la relación R
2/D, dónde es el 
cambio en la frecuencia angular de RMN, R es el radio del aglomerado y D es el 
coeficiente de difusión de éste. Cuando dicha relación es menor de 1, los valores 
de T2 disminuyen con el incremento de R, mientras que para valores superiores 
a 1 el T2 aumenta con R. Debido a la formación de agregados tras la 
bioconjugación con un tamaño hidrodinámico de 55 nm, se espera que estos 
valores de T2 aumenten, menor r2, con el tamaño de los agregados ya que la 
relación R2/D es superior a 1 en aquellos con un tamaño superior a 25 nm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.7.- Curva VSM de una muestra  representativa de NPs con gelatina. 
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 A pesar de que estos valores menores de relaxometría puedan parecer a 
primera vista una desventaja, el cambio es decisivo para la aplicación que se le 
quiere dar como biosensor específico de MMPs. Como se describirá en el 
siguiente apartado, el seguimiento de estos cambios por acción de las enzimas 
será la base de un posible sensor relaxométrico o para MRI. 
 
6.2.- Nanopartículas con tiempos de residencia en sangre elevados 
Tras la caracterización fisicoquímica de estas nuevas nanopartículas se 
comprobó, como parámetro esencial del éxito del recubrimiento, el tiempo de 
circulación en sangre. Como ya se ha comentado, si la corona de las NPs no es 
la adecuada o el tamaño es muy grande las partículas son rápidamente 
eliminadas del torrente sanguíneo principalmente por el hígado.30 Para este tipo 
de prueba, se inyectaron 2 mg Fe/Kg de este nuevo sistema nanoparticulado, 
en dos ratas y se extraen por venopunción muestras de sangre a diferentes 
tiempos para medir los valores de T2 de las muestras en un relaxómetro de 1,5 T 
a 37 ºC. El objetivo de este estudio es seguir los valores de T2 de las muestras de 
sangre a lo largo del tiempo y comprobar cuándo estos valores alcanzan el valor 
basal, indicando la ausencia de NPs en el torrente sanguíneo o, más 
exactamente, hasta el límite de detección de la técnica. Dada su eliminación por 
vía hepática, se suele llevar a cabo un seguimiento del descenso de la intensidad 
de señal en las imágenes de MRI de hígado donde se acumulará el contraste 
cuando haya desaparecido de la circulación, disminuyendo la intensidad de la 
señal en imágenes de eco de gradiente. Este mismo experimento se realizó con 
las NP-azelaico que tienen 1) un surfactante de menor tamaño, 2) presentan 
carga negativa y 3) tienen mucha menor estabilidad coloidal por lo que 
deberían ser rápidamente eliminadas del torrente sanguíneo. Como puede 
observarse en la Figura 6.8, tanto los valores medidos por relaxometría en las 
muestras de sangre como los valores de intensidad de señal MRI de eco de 
gradiente en el hígado coinciden y sugieren un tiempo de circulación alrededor 
de dos horas para las NPs-Gelatina (13).  
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Figura 6.8.- Valores relativos de las medidas relaxométricas de valores R2 en sangre y de 
intensidad por MRI en hígado de ejemplos característicos de NPs con azelaico y gelatina 
preparadas en este trabajo. 
  
 Estos valores, además de ser mucho mayores si se comparan con los 
valores normales de SPIO comerciales, podría significar un incremento de 2 ó 3 
veces los tiempos de circulación de algunos de los sistemas descritos y 
aprobados para aplicaciones clínicas al ser trasladados a los volúmenes 
sanguíneos y frecuencia cardiaca existente en humanos. Estas medidas 
constituyen en primer lugar una prueba de que las partículas pueden emplearse 
como agentes de circulación prolongada para usos varios en MRI. Además estas 
medidas pueden considerarse como una caracterización adicional de la nueva 
naturaleza química de la superficie de las partículas, ya que de no haber 
conseguido recubrir de forma homogénea la superficie mediante una unión 
estable de la gelatina a la partícula, no se habrían obtenido estos valores de 
circulación en sangre. Este efecto se observa claramente en las imágenes MRI de 
hígado tras la inyección de la muestra precursora y en las correspondientes 
imágenes tras la inyección de la muestra funcionalizada, donde se observa que 
el hígado del animal inyectado con las nanopartículas con azelaico se oscurece 
rápidamente mientras que el del experimento con inyección de las 
nanopartículas modificadas lo hace después de media hora, es decir, tras la 
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modificación con gelatina este proceso de eliminación se prolonga unas seis 
veces (Figura 6.9). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.9.- Imágenes promediadas en T2* de MRI de hígado (flecha blanca) de las NPs-azelaico 
(2) en el panel de la izquierda, y de las NPs-gelatina (13) en el panel a la derecha. 
 
6.3.- Cuantificación in vitro de metaloproteasas de matriz 
extracelular. 
Como ya se ha comentado al inicio del capítulo, además de por su 
estabilidad coloidal, biocompatibilidad y la nula toxicidad de este ligando, la 
característica principal por la que la gelatina fue seleccionada para el 
recubrimiento y modificación de las NPs fue el ser el sustrato natural de 
algunas metaloproteasas de matriz extracelular. Esta especificidad hacia las 
gelatinasas es la base de nuestra hipótesis de trabajo para el desarrollo del 
biosensor, ya que estos conjugados podrían actuar como plataforma para la 
detección de éstas enzimas siempre que cambie alguna propiedad fisicoquímica 
observable (p.ej. fluorescencia, relaxometría, etc). En este sentido, la 
aproximación que hemos seguido se puede considerar clásica. Por otro lado 
nuestra aproximación es completamente diferente a las habitualmente seguidas 
para la detección de MMPs al emplear directamente el sustrato natural de lo 
que se quiere medir y no secuencias peptídicas o inhibidores específicos.17 
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Como se puede ver en el esquema de la Figura 6.10 la diferente respuesta se 
basa en la degradación de la gelatina presente en la superficie de las NPs por 
acción de las MMPs, lo que da lugar a cambios en los valores T2  relaxométricos. 
 
Figura 6.10.- Síntesis e hipótesis de acción de las MMPs-2 sobre las NP-gelatina (13). 
 
 6.3.1.- Biosensor de MMP-2 
A fin de determinar si nuestra hipótesis era correcta, el primer paso a 
seguir era ver si al incubar las NP-gelatina con las MMP-2 se producía algún 
cambio en los valores relaxométricos de las partículas. Para ello se incubaron 
distintas suspensiones de nuestras partículas a varias concentraciones de Fe, lo 
que nos permite comprobar si hay algún cambio en presencia de la enzima y a 
qué concentraciones de partículas se obtiene una mayor señal. Por tanto se 
emplearon distintos preparados a concentraciones de 0,01; 0,05; 0,1 y 0,5 mg de 
Fe/mL y se incubaron a 37 ºC con una concentración fija de MMPs-2 de 5 
g/mL. La evolución de las propiedades relaxométricas de estas muestras se 
sigue con un relaxómetro de campo magnético de 1,5 T, midiendo los valores T2 
de las muestras a lo largo de 180 min. Como se observa en la Figura 6.11 con las 
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muestras a 0,05 y 0,1 mg/mL se comienzan a apreciar cambios relaxométricos 
significativos transcurridos 40 minutos, con un incremento de tres veces el valor 
inicial a los 180 min. En la figura no se han incluido los resultados de las 
muestras de menor concentración de Fe (0,001 y 0,005 mg/mL), porque para 
estas concentraciones no se observan cambios significativos en presencia de esta 
concentración de enzima. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.11.- Gráfica representativa de los cambios temporales en las valores T2 de las NPs de 
gelatina a distintas concentraciones de Fe incubadas con MMPs (5 g/mL). 
 
A partir de estos resultados, se seleccionó la muestra a concentración  
0,05 mg/mL para un estudio más extenso, llevándose a cabo la incubación de 
estas NPs con un rango más amplio de concentraciones de enzima entre los 5 
g/mL y los 3 ng/mL de MMPs-2. En todas estas incubaciones se midieron los 
valores T2 en un relaxómetro con un campo magnético de 1,5 T a diferentes 
tiempos y a una temperatura constante de 37 ºC. A través de estas medidas se 
siguió la evolución de la señal (valor T2) generada por la degradación de la 
enzima sobre las NPs a lo largo del tiempo. En esta evolución el valor máximo 
de cambio relaxométrico se observa a las dos horas de incubación en todas las 
muestras. El estudio de la acción de la enzima a distintas concentraciones a las 
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dos horas se muestra en la Figura 6.12 y en él puede observarse una relación 
lineal clara entre el incremento en la concentración de enzima y en la reducción 
en los valores T2 a medida que esa concentración aumenta.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.12.- Valores T2 en función de la concentración de MMPs-2 a los 120 min de incubación. 
 
Tras este proceso de degradación, las NPs-gelatina presentan un 
comportamiento magnético cercano al de las NPs de origen, es decir, con una 
mayor eficiencia en la relajación de los protones del agua debido al incremento 
de los valores r2. Mediante este estudio experimental basado en los cambios en 
valores relaxométricos T2 por medio del uso de estas NPs conjugadas se ha 
obtenido un  límite de detección enzimático por debajo de los 3 ng/mL similar 
al de algunos de los kits comerciales, pero con un protocolo de uso mucho más 
simplificado sin necesidad de adición de anticuerpos o biomoléculas 
secundarias.16 Además, con estos experimentos se ha demostrado que nuestra 
premisa de que el sistema de gelatina covalentemente unida a la superficie de 
las nanopartículas puede ser empleado como sensor de MMP-2  era correcta. A 
primera vista los resultados que se muestran en las Figura 6.11 y la 6.12 
parecerían contradictorios ya que primero parece que el T2 aumenta y en la 
segunda que disminuye. Este hecho se debe a la presencia de iones Ca2+ en los 
tampones en los que se prepara la enzima y que son indispensables para su 
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función. Los resultados de la Figura 6.11 se explican ya que al ir degradándose 
la gelatina y quedar expuestos los grupos azelaico las NPs se agregan debido a 
la presencia de iones Ca. Este hecho ha sido cuantificado aunque no se presente 
en este trabajo. Sin embargo, al comparar los valores para distintas 
concentraciones de enzima este efecto se compensa entre las distintas muestras 
resultando en una reducción del valor de T2. 
Una vez demostrada por relaxometría la efectividad del sensor, la 
siguiente etapa fue el estudio fue su detección por  MRI. Para ello se prepararon 
dos muestras de referencia; una de ellas contenía las NPs con la  enzima MMP-2 
no activada y  la segunda con las NPs a las que se le añade MMPs-2 activas tras 
incubación previa de 2 horas a 37 ºC.  
 
 
 
 
 
 
Figura 6.13.- Imagen MRI axial de eco de gradiente potenciada en T2* de dos muestras de 
referencia con la misma cantidad de NPs-gelatina en presencia (izq) y ausencia de MMPs-2 
(drcha). 
 
La Figura 6.13 muestra los resultados de MRI obtenidos empleando una 
secuencia de eco de gradiente con TE de 2 ms y un TR de 14 ms. La diferente 
intensidad obtenida en ambas muestras se debe al incremento en el valor r2 de 
las NPs incubadas con la MMP-2 activa (izquierda),  lo que indica la posibilidad 
de ser usadas como biosensor también para MRI. 
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6.3.2.- Biosensor de MMP-9 
Como se ha comentado al inicio de este capítulo, el grupo de 
metaloproteasas de matriz tipo gelatinasa está formado por dos tipos de 
enzimas: la MMP-2 y MMP-9. Hasta ahora se ha demostrado la eficiencia del 
sistema nanoparticulado nuevo como sensor de MMP-2. Aunque ambas 
enzimas presentan un comportamiento enzimático semejante, para demostrar la 
efectividad del sensor sobre ambos tipos de enzimas llevamos a cabo un 
segundo estudio de la acción de esta MMP-9 sobre el recubrimiento de las 
nanopartículas. Como ya ocurrió en el estudio anterior, la primera etapa en la 
aplicación de estos nuevos sistemas como sensores “inteligentes” es la 
monitorización por técnicas de relaxometría de los cambios en los valores T2 a 
lo largo del tiempo en presencia de la MMP-9. Para ello, se seleccionó una 
concentración de 0,05 mg/mL de Fe e incubación con distintas concentraciones 
de las MMPs-9, exactamente en las mismas condiciones que las pruebas 
anteriormente descritas para las MMP-2.  
 
Tabla 6.1.- Cambios relaxométricos de las nuevas nanopartículas tras incubación* a tres 
concentraciones distintas enzimas MMP-9 activas. 
MMP-9 (ng/mL) T2 inicial (ms) T2 final (ms) 
500 105 444 
50 115 453 
25 111 564 
*180 minutos 
Como se observa en la Tabla 6.1, en presencia de estas nuevas enzimas 
las nanopartículas experimentan cambios significativos con un T2 
aproximadamente cuatro veces superior con respecto al valor basal a las tres 
horas. Al igual que ocurría con la MMP-2 se aprecia un aumento del T2 del 
inicial al final y sin embargo una reducción al ir aumentando la concentración 
de MMP-9. 
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 De igual modo que en el caso del experimento con las MMPs-2, en el 
siguiente paso del estudio se llevó a cabo la comprobación de estas 
modificaciones relaxométricas por MRI. Para ello se prepararon 5 tubos 
Eppendorf incluyendo NPs a una concentración de 0,5 mg/mL de Fe y con 
distintas concentraciones de MMP-9 activadas (1,5; 6,25; 25 y 50 ng/mL) y uno 
control con la misma cantidad de Fe pero con enzima no activada (500 ng/mL). 
La Figura 6.14 muestra una imagen de eco de gradiente con un TE de 6 ms y un 
TR de 50 ms con un corte axial que permite observar todas las muestras y 
apreciar el cambio en la intensidad en función de la concentración de enzima 
MMP-9 activada. Este descenso en la intensidad de la imagen demuestra el 
efecto degradativo de la enzima sobre las NPs que conduce a unas NPs 2 
similares a las precursoras.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.14.- Imagen axial de eco de gradiente potenciada en T2* de muestra control con enzima 
no activada (500 ng/mL) y presencia de distintas concentraciones de MMP-9 activadas; b) 1,5 
ng/mL, c) 6,25 ng/mL, d) 25 ng/mL y e) 50 ng/mL. 
 
 6.3.3.- Especificidad del biosensor: 
 La selectividad de estas nanopartículas frente a las MMP que 
descomponen la gelatina se realizó repitiendo los experimentos en presencia de 
enzimas que rompen el colágeno o colagenasas. Una de las propiedades 
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decisivas en la aplicación de estas NPs como biosensor tanto en cuantificaciones 
in vitro como posteriores aplicaciones in vivo es su especificidad hacia un tipo 
determinado de enzimas.  Como ya se ha comentado al inicio del capítulo, la 
gelatina es una mezcla de péptidos y proteínas producidas mediante la 
hidrólisis parcial del colágeno. Para este estudio se repitió el experimento con la 
MMP-1 que al igual que las gelatinasas MMP-2 y 9, aparecen en fibroblastos y 
en daños tisulares de mismo tipo.31 
 Los conjugados NP-gelatina se incubaron a una concentración de 0,05 
mg/mL de Fe con distintas concentraciones de esta MMP-1, también llamada 
colagenasa intersticial, desde los 6,25 ng/mL a los 5 g/mL de enzima a 37 ºC. 
Como era de esperar, incluso en presencia de concentraciones elevadas de 
enzima, no se observan cambios significativos en las medidas temporales de T2 
en presencia de distintas concentraciones de MMP-1. La Figura 6.15 muestra 
sólo las medidas a las dos horas de incubación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.15.- Valores T2 en función de la concentración de MMP-1 (colagenasa intersticial) 
después de 120 minutos de incubación. 
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6.4.- Conclusiones: 
 En este capítulo hemos desarrollado por primera vez un nuevo tipo de 
conjugados obtenidos a partir de la funcionalización covalente de 
nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro. Estas nuevas 
nanopartículas bioconjugadas con gelatina son capaces de cambiar su respuesta 
tanto en relaxometría como en MRI en función de la concentración de MMPs 
(tanto MMP-2 como MMP-9). Además, estos nuevos sistemas “inteligentes” son 
capaces de permanecer en sangre durante periodos de tiempo de alrededor de 
dos horas, lo que abre la posibilidad de uso como agente de contraste de 
prolongada durabilidad en sangre. 
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Aplicaciones biomédicas de las nanopartículas 
superparamagnéticas NP-BSR. 
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De las NPs obtenidas empleando la metátesis de olefinas una de ellas, la 
NP-BSR (12), es especialmente interesante para el desarrollo de nuevas sondas 
específicas. Estas nuevas NPs hidrofílicas no sólo presentan un carácter 
superparamagnético necesario para su posterior aplicación en imagen 
biomédica, sino que su estructura y el elevado número de moléculas 
conjugadas sobre su superficie le proporcionan una gran estabilidad coloidal a 
la vez que permiten su posterior modificación si fuese necesario. 
En este capítulo se presentan algunas de las principales aplicaciones de 
las NP-BSR tanto in vivo como in vitro. 
 
7.1.- Sensor específico de iones calcio: 
Como ya se ha comentado en el primer capítulo de este trabajo, el ión 
Ca2+ juega un papel fundamental en una amplia variedad de procesos 
bioquímicos en el organismo.1–11 Esta presencia en mecanismos fisiológicos tan 
diversos lo han convertido en objetivo primordial en el desarrollo de sensores 
que puedan detectarlo y cuantificarlo. Los sensores desarrollados hasta el 
momento se basan fundamentalmente en su monitorización y localización por 
imagen por fluorescencia, como ya se comentó previamente en el capítulo 1. Sin 
embargo, en los últimos años se ha incrementado el desarrollo de sensores de 
iones metálicos basados en MRI debido a las posibilidades de aplicación in vivo 
de esta técnica. 12–14 
La hipótesis de partida es que la estructura especifica de la molécula BSR 
en la muestra 12 es capaz de formar complejos con los cationes Ca2+, dando 
lugar a agregados que modifican las propiedades relaxométricas de la muestra, 
de manera similar a lo que hemos demostrado con los conjugados de gelatina. 
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Tabla 7.1.- Resumen de las variaciones en los valores T2 a distintas concentraciones de Fe y Ca. 
Fe mg/mL 
Tiempo* 
(min) 
T2 (ms) 
Ca (0 M) 
T2 (ms) 
Ca (25 M) 
T2 (ms) 
Ca (50 M) 
T2 (ms) 
Ca (75 M) 
Muestra 01      
0,1 0 2 2 4 22 
0,1 30 2 2,2 9,6 49 
0,1 60 2 2,3 19,8 56 
0,1 90 2,1 2,6 29 78,5 
Muestra 02      
0,2 0 1 1,1 1,1 1,6 
0,2 30 1,1 1,1 1,2 9,3 
0,2 60 1,1 1,1 1,4 9,7 
0,2 90 1,15 1,1 1,1 17,9 
* Periodo de incubación a 37 ºC  
En el desarrollo experimental del sensor, la primera etapa fue el estudio 
de algunas de las propiedades relaxométricas en presencia de distintas 
concentraciones de nanopartícula y de CaCl2. Para ello se prepararon muestras 
a una concentración de 0,05 mg Fe/mL, 0,1 mg Fe/mL y 0,2 mg Fe/mL y cada 
una de ellas se mezcló con una disolución de Ca2+ a 75 M, 50 M, 25 M y 0 
M. Estas muestras se incubaron a 37 ºC, llevando a cabo el estudio de la 
evolución de los valores T2 medidas por relaxometría. Como se presenta en la 
Tabla 7.1, los cambios en los valores de T2 de las muestras son evidentes en 
función de la concentración de Ca2+, especialmente en el caso de las muestras a 
concentración 0,1 mg Fe/mL. Para muestras más concentradas, como 0,2 mg 
Fe/mL, el efecto del catión solo se puede apreciar a concentraciones de calcio 
por encima de 75 M, siendo inapreciables para concentraciones de calcio 
inferiores a 50 M. En el caso de la muestra a 0,05 mg Fe/mL se observa una 
variación aún más clara (Figura 7.1), estableciéndose una relación lineal entre 
los valores de T2 y las concentraciones de Ca2+, con un valor de r2 = 0,94 a los 60 
min de incubación (interior Figura 7.1), lo que nos permite proponer el uso de 
este sensor para la cuantificación de cationes Ca2+ por medidas relaxométricas 
in vitro. Por esta razón la muestra a una concentración de 0,05 mg de Fe/mL fue 
la elegida para los siguientes experimentos. 
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Figura 7.1.- Evolución de los valores T2 de la muestra NP-BSR a 0,05 mg Fe/mL a distintas 
concentraciones de Ca y relación lineal de los valores a los 60 min de incubación (gráfica 
pequeña). 
 
Para demostrar que, como ya se postuló en la hipótesis inicial, la 
variación de estos valores relaxométricos es debida a la formación de agregados 
NP-BSR-Ca, se midieron paralelamente los tamaños hidrodinámicos de los 
agregados a una concentración de 0,05 mg de Fe /mL tras 1 hora de incubación 
con distintas concentraciones de Ca2+. Como esperábamos y se observa en la 
Figura 7.2 existe una relación lineal entre la concentración de iones calcio en el 
medio y el tamaño de las NPs, con un incremento significativo de unas mil 
veces debido a la formación de estos agregados. Este cambio, además de 
medirse en los valores del radio hidrodinámico, se puede observar en las 
imágenes de TEM de las NP-BSR en ausencia y presencia de iones Ca2+ (Figura 
7.3 a y b) donde se demuestra la agregación que sufren por la interacción con 
ión. 
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Figura 7.2.- Ejemplo de variación del tamaño de NPs-BSR en función de la concentración de 
Ca2+. 
Así pues, los cambios en el estado de agregación producen un intenso 
incremento en los valores T2 de la muestra, cumpliéndose así la hipótesis de 
partida. Como hemos indicado en el capítulo 6, la relación entre el tamaño del 
agregado y el valor T2 ha sido previamente descrita en el trabajo teórico de 
Gillis 15. Como ya comentamos entonces, la dependencia de los valores de T2 
con el tamaño viene dada por el cociente R2/D. En el caso de nuestras NPs, 
en presencia de Ca2+ las partículas están en un régimen de desfase estático 
porque: i) los agregados presentan un radio hidrodinámico superior a 25 nm, 
por lo tanto, R2/D>1 (basándonos en un coeficiente de difusión D de 2,3 3 
m2/ms y 3,4 x 107 rad/s  para la magnetita y asumiendo que los núcleos 
están distribuidos homogéneamente a lo largo de cada partícula) y ii) existe un 
incremento sistemático en los valores T2 con el incremento del tamaño del 
agregado para todos los experimentos con óxidos de hierro, como previamente 
se ha mostrado en la Figura 7.2. Este hecho es también observado mediante 
TEM (Figura 7.3), donde se aprecia claramente la formación de agregados en 
presencia de iones Ca2+. 
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Figura 7.3.- Imágenes TEM de algunas NPs-BSR preparadas en esta Tesis en ausencia (a) y 
presencia de Ca2+ (b). 
 Los cambios de los valores de T2 en función de la concentración de Ca2+ 
se pueden apreciar también en experimentos de imagen. Para ello se prepararon 
tres viales con las NPs a una concentración de 0,05 mg de Fe/mL y tres 
concentraciones distintas de Ca2+; 0 M; 2 M y 20 M, (a), b) y c) en la Figura 
7.4 respectivamente) empleándose una secuencia de gradiente eco con un TR de 
50 ms y un TE de 2,5 ms. Como se esperaba, las muestras incubadas con las 
distintas concentraciones de Ca2+ muestran un cambio de tal forma que la 
intensidad de la señal aumenta con la concentración de iones calcio debido a la 
formación de estos agregados y el consiguiente aumento de los valores de T2. 
Hay que destacar que este cambio en la señal es ya notable a concentraciones de 
Ca2+ de 2 M.  
 
 
 
 
 
 
Figura 7.4.- Imagen axial MRI de eco de gradiente de tres preparados NPs-BSR sin calcio (a), 
con Ca 2 M (b) y Ca 20 M (c). 
  a 
b a 
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Una vez demostrada la eficacia del sensor tanto por relaxometría como 
por imagen, comprobamos la especificidad del sensor hacia el ion Ca2+ frente a 
otros iones parecidos de relevancia fisiológica. Para ello se repitieron las 
medidas relaxométricas de las NPs con K+, NH4+, Mn2+, Cu2+ y Al3+ a 
concentraciones de 0 M, 25 M, 50 M y 75 M.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.5.- Efecto de distintos cationes en los valores T2 de ejemplos característicos de NPs-BSR 
preparadas en este trabajo. 
 
Transcurrida una hora de incubación de las NPs con los distintos 
cationes a 37 ºC, se midieron los valores relaxométricos de las muestras como 
medida de la especificidad de nuestro sensor hacia los cationes Ca2+. Como se 
aprecia en la Figura 7.5, únicamente aquellas muestras incubadas con el catión 
Ca2+ muestran cambios significativos en los valores de T2, de tal forma que en 
las muestras con cationes divalentes semejantes al calcio (como el Cu2+ y Mg2+) 
y monovalentes apenas se da un cambio en la intensidad de señal detectada por 
relaxometría, incluso a concentraciones elevadas de estos iones.  
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7.2.- Nanopartículas duales para MRI y FMT. 
 El empleo de sondas multifuncionales, que proporcionen señal en más de 
una técnica de imagen, es habitual y trata de combinar la sensibilidad de 
técnicas como la fluorescencia o el PET con la resolución de técnicas como la 
MRI o el CT. De esta forma, se decidió unir a las NPs-BSR un fluoróforo para su 
detección por técnicas de imagen óptica in vivo o por imagen microscópica de 
fluorescencia ex vivo. La nueva muestra sintetizada presenta propiedades 
peculiares muy interesantes que se están evaluando por sus aspectos 
innovadores y para su posible explotación comercial, tras la pertinente  
solicitud de patente. Es por esta última razón que los datos exactos de su 
composición y principales resultados con ella no se incluyen en el texto por 
razones obvias y nos referiremos genéricamente como NP-BSR-fl o muestra 14. 
  En esta sección del capítulo se describen otros resultados de aplicaciones 
con estas partículas con inyección intravenosa en ratón no susceptibles de 
protección de datos.    
 La nueva sonda fue caracterizada por medio de diversas técnicas, 
mostrándose en la Tabla 7.2 un breve resumen de las principales propiedades 
fisicoquímicas. El radio hidrodinámico medido por DLS mostró un tamaño 
pequeño de 51,3 nm ± 3,1 y un PDI de 0,19 ± 0,03, es decir, al añadir el 
fluoróforo a la superficie, las nanopartículas incrementan ligeramente de 
tamaño con respecto a la muestra de partida. A su vez, el potencial Z pasa de     
-42 mV las NPs-BSR a los -32 ± 2  mV de las NP-BSR-fl debido a esta 
modificación. La presencia del fluoróforo en la NPs se demuestra midiendo 
directamente la absorbancia en un espectrofluorímetro, apareciendo la banda 
de emisión esperada a 670 nm. 
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Tabla 7.2.- Resumen de algunas propiedades fisicoquímicas de la muestra 14 
 
 La Figura 7.6 muestra resultados de TEM que permiten comprobar la 
homogeneidad de la muestra y determinar un tamaño de núcleo de 7 nm ± 1, 
con un PDI de 0,13 ± 0,02. Además las distintas reacciones no han modificado la 
morfología de las NPs precursoras con la molécula BSR, manteniéndose la 
forma esférica de inicio. 
 
 
Figura 7.6.- Imágenes TEM de algunas preparaciones obtenidas de la nueva sonda dual (14) a 
distinta escala. 
 
 Una vez realizada esta caracterización, se determinó el tiempo de 
circulación en sangre de las NPs precursoras, NP-BSR, debido a su distinto 
tamaño, carga y superficie. Para llevar a cabo este estudio se inyectaron 500 L 
de la muestra a una concentración 1,2 mg Fe/mL (1,2 mg Fe/Kg rata) en ratas 
de 500 g y se extrajeron muestras de sangre (200 L) durante dos horas, 
depositándose sobre tubos heparinizados. Los valores relaxométricos (véase el 
capítulo 8 de Materiales y Métodos) de estas muestras de sangre se midieron 
para obtener una relación directa con la cantidad de hierro que queda en 
circulación. Los resultados se resumen en la Figura 7.7, donde se representan 
los valores de T2, la recta horizontal de dicha gráfica indica el valor inicial de T2 
de la sangre del animal justo antes de inyectar las NPs. Como puede apreciarse 
Tamaño DLS (nm) 
Potencial Z 
(mV) 
PDI Tamaño TEM (nm) Fe (mg/mL) 
51,3± 3,1 -32 ± 2 0,19± 0,03 7± 1 1,25 
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en la gráfica, alrededor de 50 minutos, el T2 de la sangre recupera los niveles 
relaxométricos basales previos a la inyección del contraste, siendo este tiempo 
mayor que los valores normales en NPs hidrofílicas de ese tipo. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.7.- Medidas temporales de los valores T2 de distintas muestras de sangre extraídas. 
  
 Dada la naturaleza dual del sistema 14, en el mismo experimento para 
determinar el tiempo de duración en sangre del contraste se pudo seguir in vivo 
empleando la técnica de imagen de transiluminación por tomografía molecular 
de fluorescencia (FMT) 3D con un equipo Perkin Elmer FMT 1500. El equipo de 
nuestro centro consta de dos láseres de 680 y 770 nm, por lo que se empleó un 
fluoróforo hidrofílico cuya excitación se produce a 647 nm y de emisión a 670 
nm. Al ser la medida por fluorescencia mucho más sensible que la hecha por 
relaxometría, se puede hacer un seguimiento a tiempos de estudio mucho más 
prolongados y hasta concentraciones inferiores de nanopartículas. Además de 
su mayor sensibilidad, la presencia del fluoróforo que emite cerca del IR 
cercano, abre la posibilidad de realizar estos estudios in vivo. Así, en un nuevo 
experimento se inyectó mediante punción intravenosa en cola 100 L de las NPs 
con distintas concentraciones (60 µg/ml, 30 µg/ml, 6 µg/ml y 0,4 µg/ml de Fe) 
en ratones femeninos Balb/C de 25 g aproximadamente y posteriormente se 
adquirieron imágenes FMT de esta sonda a distintos tiempos (0,5 h; 1,5 h; 5 h y 
24 h). La Figura 7.8 muestra alguna de las imágenes obtenidas, donde se aprecia 
  
122 
 Capítulo 7 
una fuerte señal de fluorescencia utilizando el canal de excitación a 680 nm, 
incluso 24 horas después de la inyección intravenosa de las NPs. Este resultado 
permite la utilización de estas NPs de magnetita con surfactante la molécula 
BSR en aplicaciones in vivo durante periodos prolongados, mucho mayores que 
los encontrados normalmente en la bibliografía para este tipo de sistemas y con 
sensibilidad parecida a la de otros sistemas comerciales para aplicaciones 
diversas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.8.- Imágenes FMT de la sonda 14 localizados sobre las extremidades traseras de ratón a 
distintas concentraciones de hierro y tiempo post-inyección. 
 
 Además, esta larga duración en circulación y el marcaje dual abren la 
posibilidad a su uso para la detección de la permeabilidad vascular asociada a 
procesos patológicos, como suele ser el caso en tumores y placa de 
aterosclerosis o para la monitorización de la pérdida de flujo sanguíneo en 
procesos isquémicos.  
  
123 
 Capítulo 7 
7.3.- Sonda dual específica de angiogénesis:  
 Hasta este punto, las NP-BSR, han demostrado su utilidad in vitro 
para la cuantificación de iones Ca2+ y una aplicación in vivo para la 
monitorización de daños isquémicos, esta última gracias al largo tiempo de 
circulación en sangre que presentan. En esta sección queríamos desarrollar 
sondas con especificidad hacia integrinas v3, las cuales están implicadas en 
fenómenos de angiogénesis, así como su uso in vivo en modelos animales. La 
consecuencia principal de la angiogénesis es la restauración de la perfusión y 
oxigenación del tejido isquémico 16–18 y  es un proceso subyacente en numerosas 
enfermedades incluidas el cáncer, el infarto de miocardio, placa de 
aterosclerosis y diversas patología arteriales.19–24 Así pues, el objetivo final que 
se persigue con la nueva sonda 15 es conseguir una nanopartícula dual y 
específica que permita evaluar de forma no invasiva los eventos moleculares 
asociados con la angiogénesis, incluyendo la proliferación y migración de las 
células de musculo liso y endoteliales, así como la participación de macrófagos 
y células madres circulantes. Como consecuencia se produce una variación de la 
señal generada por la sonda, detectable tanto por MRI como por FMT, en 
aquellas zonas donde se ha acumulado debido a un proceso de angiogénesis 
que conlleva un incremento de  la concentración de integrinas v3. 
 Para la obtención de la nueva sonda el esquema de síntesis es semejante 
al del apartado previo, añadiendo un fluoróforo a las NPs-BSR para la posterior 
comprobación in vivo mediante imagen de FMT. Aprovechando la presencia en 
la sonda dual 14 de grupos carboxilos libres procedentes de las NPs-BSR tras la 
unión del fluoróforo, se lleva a cabo una segunda biofuncionalización covalente 
con un péptido. Dicho péptido es el conocido RGD, debido a la secuencia Arg-
Gly-Asp clave para la especificidad hacia las integrinas. 25–31 La utilidad de este 
péptido para el desarrollo de sondas de imagen es de sobra conocido con 
bastantes ejemplos publicados, especialmente en el desarrollo de sondas para 
PET.32–36 Las integrinas son proteínas transmembrana que transmiten 
numerosas señales críticas sobre el entorno que rodea a la célula y en la 
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interacción celular. Junto con la señales recibidas por los receptores 
celulares para factores de crecimiento solubles, como VEGF o EGF, estas 
glicoproteínas refuerzan la capacidad de la célula a la hora de tomar decisiones 
biológicas: moverse, ser anclada, morir, diferenciarse, etc. Por ello, las 
integrinas se encuentran en el centro de multitud de procesos biológicos y son 
una excelente diana para aplicaciones en imagen molecular.37–41 
 Para la conjugación de las NPs-BSR-fl, muestra 14, con este péptido se ha 
usado una aproximación covalente consistente en la activación de los grupos 
carboxilo libres procedentes de las NP-BSR en presencia de EDC y sulfo-NHS y 
la posterior unión covalente de éstos con los grupos amino del RGD-derivado.  
Para ello se mezclan las NPs 14 con EDC y sulfo-NHS en viales y se dejan en 
agitación mecánica durante 35 minutos a temperatura ambiente. Tras ese 
tiempo se eliminan los restos de los activadores con ayuda de un imán (Nb-Fe-
Bi), desechando el sobrenadante y redispersando las NPs en tampón fosfato a 
pH neutro. Sobre éstas se añaden 2 mg del péptido y la mezcla se deja toda la 
noche agitando a temperatura ambiente. Al día siguiente las NPs se purifican 
con ayuda de un imán y se lavan tres veces con tampón fosfato para finalmente 
redispersarlas en este medio a pH 7.  
 
Tabla 7.3.- Resumen de las principales propiedades fisicoquímicas de la muestra 15 
 
 
 
 La nueva muestra ha sido caracterizada mediante DLS, potencial Z y 
TEM. El resumen de las principales propiedades fisicoquímicas se presenta en 
la Tabla 7.3. Los cambios más significativos se deben a la presencia del péptido 
en la superficie de las NPs que producen un incremento del tamaño 
hidrodinámico medido por DLS desde 51 ± 3 nm (para la muestra 14) a 81 ± 4 
nm (muestra 15). Por otro lado, la adición del péptido cíclico provoca también 
un cambio de potencial de -32 ± 2 mV a -41 ± 1 mV. 
Tamaño DLS 
(nm) 
z-potencial 
(mV) 
PDI 
Tamaño 
TEM (nm) 
Fe (mg/mL) Absorbancia 
81± 4 -41± 1 0,22± 0,04 7± 1 0,8 0,182 
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Las imágenes TEM de la muestra 15 (Figura 7.10) muestran un elevado 
grado de homogeneidad y forma esférica semejante al de sus NPs precursoras, 
así como un bajo grado de agregación y heterogeneidad similar a lo observado  
mediante DLS. 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.10.- Imágenes TEM de algunas de las muestras 15 sintetizadas en esta Tesis Doctoral 
(escala: 50 nm). 
 
 Finalmente, para probar la eficacia de la sonda se llevo a cabo un 
experimento in vivo. Este experimento se realizó en colaboración con el grupo 
de Metaloproteinasas de Matriz en Angiogénesis e Inflamación de la Dra. Alicia 
García Arroyo del CNIC. En un grupo de ratones C57 (N=5) se implantaron dos 
tipos de esferas de matrigel. Una de las esferas tiene los componentes de la 
matriz normales y otra se activa con mayores concentraciones de citoquinas y 
factores de crecimiento VEGF para provocar un incremento en la respuesta 
angiogénica. Este matrigel es una mezcla gelatinosa compuesto principalmente 
de proteínas que simulan el complejo ambiente extracelular localizado en 
diversos tejidos. Numerosos estudios demuestran su utilidad como modelo de 
angiogénesis tanto en cáncer como en enfermedades cardiovasculares.42,43 
Debido a la presencia de mayores cantidades de citoquinas y VEGF en las 
esferas activadas de matrigel, se espera un incremento de la respuesta en la 
zona donde se ha implantó esta muestra y, por lo tanto, mayor acumulación de 
las integrinas para las que el péptido es específico. 44–47  
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Figura 7.11.- Esquema del diseño experimental para el estudio de la especificidad de las NPs 15 
hacia angiogénesis. Las nanopartículas se inyectan a los días 3, 5 y 8 una hora previa a la 
adquisición de las imágenes. 
 
Dado el carácter dual de la nanopartícula, la generación de nuevos vasos 
sanguíneos fue seguida durante 8 días mediante MRI, en un equipo Agilent de 
7 T y por imagen óptica de transiluminación en el canal de 680 nm del equipo 
Perkin Elmer FMT 1500. Como se ha mencionado, cada una de estas técnicas 
aporta unas ventajas complementarias; así, la MRI proporciona una resolución 
espacial superior y una localización anatómica, mientras que la imagen óptica 
proporciona una mayor sensibilidad y posibilidad de seguimiento prolongado. 
El esquema del diseño experimental del trabajo se muestra en la Figura 
7.11. Tras la implantación subcutánea de las esferas de matrigel en los ratones, 
se obtuvo inmediatamente la imagen basal para su localización anatómica. La 
adquisición de la imagen se repitió a los 3, 5 y 8 días, 60 minutos después de la 
  
127 
 Capítulo 7 
inyección en la vena de la cola de 100 L de la sonda 15 (1 mg Fe/mL; N=5; 0,4 
mg Fe/ratón).  
  
 
 
Figura 7.12.- Imágenes MRI del estudio de angiogénesis. La imagen de la izquierda corresponde 
a la basal tras la inyección de las esferas de matrigel. La imagen central y derechas a la imagen 
de resonancia de las dos esferas, 3 y 5 días respectivamente después de ser implantadas y 60 
minutos tras la inyección de las nanopartículas 15. 
 
 En la Figura 7.12 se muestra la imagen MRI de eco de gradiente basal 
para la localización de las esferas de matrigel en las que se observa la señal 
homogénea de la zona donde la matriz gelatinosa de base natural. Junto a esta 
imagen (7.14 b y c) se muestran las repeticiones del estudio de imagen a los 3 y 
5 días de estudio 60 minutos después de la inyección de NPs 15. En éstas puede 
apreciarse claramente cómo a los 3 días se observa una acumulación de las NPs 
en el interior de la esfera izquierda (activada con las citoquina), pero no en la 
esfera derecha sin activar. Estas observaciones son esperables dada la presencia 
de mayores concentraciones de citoquinas y de factores VEGF que aceleran la 
formación de nuevos vasos. 
 Este cambio en la intensidad del contraste causada por la acumulación de 
las NPs es más intenso a los 5 días de inducción lo que puede asociarse a la 
mayor expresión de integrinas y acumulación de nanopartículas 
funcionalizadas. Esta acumulación es mayor dentro de la esfera activada donde 
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la forma lineal de la señal hipointensa de MRI indica probablemente hacia la 
formación de una nueva red de microvasos típicos en la angiogénesis.48   
Este estudio pudo repetirse por imagen óptica gracias a la presencia de 
fluoróforo en la superficie de la NP. Las imágenes de transiluminación de FMT 
en el canal de 680 nm del fluoróforo (Figura 7.13) corroboran los datos 
obtenidos por MRI. A diferencia de MRI, esta técnica permite cuantificar la 
acumulación de la sonda desarrollada en las zonas de neovascularización de 
forma específica, y aprovecharse por ejemplo para seguir su evolución ante un 
tratamiento. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.13.- Imágenes de transiluminación de FMT en el área donde se han implantado las 
esferas de matrigel a los 5 días de inicio del estudio con (derecha) y sin NPs (izquierda). La 
imagen corresponde al mismo animal mostrado en la Figura 7.12. 
 
 Como se aprecia en la Figura 7.13 hay un gran incremento de señal en la 
zona donde se encuentran ambas esferas de matrigel. En estas imágenes puede 
observarse cómo la cantidad de sonda acumulada en la esfera activada es dos 
veces superior a la observada en la zona contralateral donde está el matrigel con 
la composición normal. Rectas de calibrado permiten concluir que la 
concentración es alrededor de 5,7 M en las zonas donde mayor acumulación 
de las NPs. 
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 Por último, una vez finalizado el estudio a los 15 días, se sacrifican los 
animales y se comprobaron los resultados previos mediante histología. Para ello 
se extrajeron las esferas de matrigel y se realizaron cortes histológicos de los 
mismos soportándolos en parafina. La mitad de los cortes histológicos fueron 
teñidos con una tinción clásica de eosina y hematoxilina para la detección de los 
componentes celulares, y de azul de Prusia para la visualización del hierro de 
las NPs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.14.- Imágenes de cortes histológicos de esfera matrigel activada (A, izq.) y no activada 
(N.A, dcha.) teñidos con eoxina+hematoxilina+azul de Prusia observados por microscopía de 
campo brillante. 
 
La Figura 7.14 muestra los cortes histológicos de una de las esferas de 
matrigel activadas (A) y no activadas (N.A) observadas por microscopía de 
campo brillante. En estas zonas se aprecia la presencia de las NPs por el color 
azul intenso del colorante unido a las nanopartículas de óxido de hierro 
acumulado a lo largo de los nuevos vasos sanguíneos generados en el interior 
de dichas esferas, observándose como la acumulación de las NPs es mucho 
mayor en el caso de las esferas activadas. 
Es importante destacar que la última inyección de las NPs se había 
realizado una semana antes de la extracción de las esferas matrigel, lo que 
demuestra una fuerte interacción de esta sonda con las integrinas. 
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Por otro lado, el estudio de los cortes histológicos de las muestras de 
matrigel mediante microscopía confocal a la longitud de onda del fluoróforo 
presente en nuestras NPs 15 muestra claramente la acumulación de la sonda a 
lo largo de las estructuras capilares (Figura 7.15). Esta técnica de fluorescencia 
es mucho más sensible que la previa de campo brillante, lo que permite 
visualizar con mayor sensibilidad la presencia de NPs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.15.- Imágenes de cortes histológicos donde se aprecia la nueva red capilar formada en 
la esfera matrigel activada a los 15 días de estudio observadas por microscopía confocal. 
 
Así pues, se ha comprobado por cuatro técnicas distintas (MRI, FMT, 
Microscopía de campo brillante y microscopía confocal de fluorescencia) la 
presencia de las NPs en los nuevos vasos generados, demostrando su posible 
uso como nuevo sensor dual para la detección y cuantificación de angiogénesis 
in vivo. 
 Debido a que el objetivo fundamental de estas sondas es la aplicación 
cardiovascular, se evaluó la posible influencia de la presencia de las NP-BSR en 
la frecuencia cardiaca mediante ecocardiografía. Para ello se inyectaron en 
ratones C57BL6 (N=5) machos de mediana edad y de 30 g de peso 
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aproximadamente 100 L de la muestra a una concentración de 4,2 mg de 
Fe/mL (1,2 mg Fe/ 100g ratón). Para descartar cualquier efecto se empleó una 
concentración de las NPs mucho mayor a la empleada en los estudios 
realizados con esas mismas y otras NPs de óxido de hierro in vivo, en las que se 
emplea 100 L de concentraciones a 1 mg Fe/mL en ratones de 
aproximadamente 25-30g de peso, exagerando las condiciones para asegurar la 
no influencia de las NPs incluso a grandes concentraciones. Se analizó la 
función cardiaca del ventrículo izquierdo a través de la fracción de eyección a lo 
largo del tiempo y otros parámetros funcionales que por abreviar, y porque no 
muestras diferencias significativas de los controles, no incluimos en la Tabla 
7.14. Esta técnica de imagen es la referencia en clínica de evaluación de la 
función cardiaca (en ventrículo izquierdo) en humanos y animales 55–58 
 
Tabla 7.4.- Medidas de la fracción de eyección* (FE%) a lo largo del tiempo en ratones (N=5) 
Tiempo FE% R1 FE% R2 FE% R3 FE% R4 FE% R5 
0 49 43 66 43 47 
1 47 47 70 38 56 
24 49 39 62 50 58 
168 62 50 67 48 68 
720 61 48 55 48 50 
* Se considera un valor normal de la FE por encima de 40%. 
  
 Este análisis funcional cardíaco se repitió 1 hora, 24 horas, 7 días y 30 
días posteriores a la inyección del contraste. Los datos obtenidos y recogidos en 
la Tabla 7.4 no muestran ningún efecto apreciable sobre la fracción de eyección 
por lo que aparentemente no hay ningún efecto sobre la capacidad pulsátil del 
corazón. Hay que destacar que este estudio no es frecuente en los artículos con 
NPs, aportando un nuevo enfoque a los estudios de toxicidad. 
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7.4.- Conclusiones: 
 A lo largo de este capítulo se ha demostrado la capacidad de las 
partículas NP-BSR de actuar como sensores de iones Ca2+, dando lugar a una 
interesante aplicación in vitro. El cambio en la señal se debe a la variación en su 
estado de agregación en presencia de estos iones y por tanto al cambio de sus 
propiedades relaxométricas, demostrándose una sensibilidad frente a Ca2+ 
inferior a 2 M. Para el análisis de la posible toxicidad en corazón de las NPs-
BSR se realizó un estudio de la función cardiaca mediante ecocardiografía, 
demostrándose ningún efecto relevante sobre dicha función.  
 Finalmente se ha sintetizado nuevos conjugados obtenidos a partir de la 
funcionalización covalente de estas NPs-BSR con oligopeptidos específicos de 
angiogénesis (RGD) y moléculas fluorescentes. Se ha demostrado la efectividad 
de estos nuevos conjugados para el seguimiento de procesos isquémicos y 
angiogénicos in vivo de forma no invasiva mediante MRI, FMT e histología, 
tanto de campo brillante como microscopía confocal de fluorescencia. 
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8.1.- TÉCNICAS DE CARACTERIZACIÓN 
 
8.1.1.- Dispersión dinámica de la luz.  
Para determinar tanto el tamaño de partícula como el potencial Z de las 
muestras se empleó un Nano Zetasizer ZS de Malvern Instruments. Este 
dispositivo está equipado con un láser de He-Ne (4 mW, 633 nm), un atenuador 
de láser automático (transmisión desde 100% a 0,0003%) y un detector de 
fotodiodo de avalancha. 
 
8.1.2- Microscopía  Electrónica de Transmisión. (TEM): 
La microscopía electrónica de transmisión ha permitido la 
caracterización estructural y morfológica de las muestras mediante la 
adquisición de imágenes de las nanopartículas de magnetita preparadas. A 
partir de estas imágenes se ha podido calcular el tamaño de las nanopartículas, 
su distribución de tamaños además de visualizar su forma y su estado de 
agregación. 
 El tamaño y forma de partículas se estudiaron mediante microscopia 
electrónica de transmisión (TEM) usando los equipos del Instituto de Ciencia de 
Materiales de Madrid así como del Centro Nacional de Microscopia electrónica. 
La mayoría de las imágenes han sido adquiridas en un microscopio JEOL JEM 
FX-2000 opera a 200 keV y posee una resolución de 3 Å. La preparación de las 
muestras se lleva a cabo mediante la colocación de una gota de una suspensión 
diluida de partículas en cloroformo o tampón fosfato en una rejilla amorfa de 
cobre recubierta de carbono y la posterior evaporación del disolvente a 
temperatura ambiente. 
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         8.1.3.- Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) 
 Las medidas fueron llevadas a cabo en un FT-IR/FT-NIR Spectrometer- 
Perkin Elmer-Spectrum 400 con medidas de absorbancia comprendidas en un 
rango entre los  4000 y 400 cm-1: para la medida de las muestras éstas se 
encontraban en estado sólido prensado, realizando la medida directamente 
sobre el detector. 
 
8.1.4.- Difracción de Rayos X (XRD) 
La estructura cristalina de las muestras se identificó por difracción de 
rayos X empleando  un espectrómetro Bruker D8 Avance con un  
monocromador de grafito utilizando radiación CuKa (λ = 1,5406 Å). Los 
patrones se recogieron entre 20 º y 70 º en 2. El tamaño medio de partícula fue 
calculado por la fórmula de Scherrer usando la mitad de la anchura de la línea 
de difracción de rayos X (311). De esta manera, sólo la parte cristalina de las 
partículas se toma en cuenta. Para las muestras más pequeñas y más amorfas, se 
empleó un detector discriminador de energía (SOLX). Estas muestras se 
midieron entre 5 ° y 90 ° en 12h. 
 
8.1.5.- Análisis termogravimétricos (TG). 
Los análisis termogravimétricos han permitido caracterizar el surfactante 
unido a las nanopartículas de magnetita y maghemita. Las curvas TG de las 
muestras se realizaron en una termobalanza Seiko TG / DTA 320U, cuyo rango 
de escaneado de temperatura abarca desde la temperatura ambiente a 1100 ° C. 
Para este trabajo las muestras se calentaron desde temperatura ambiente hasta 
900 ° C a 10 ° C / min bajo un flujo de aire de 100 ml / min. Se han usado 
recipientes de platino y empleando -Al2O3 como referencia. Para algunas 
muestras, se aplicó una presión estática suave al polvo para formar un pellet 
con el fin de facilitar la manipulación de la muestra. 
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8.1.6.- Relaxometría por resonancia magnética nuclear  H-RMN: 
Esta técnica ha sido llevada a cabo en un Bruker Minispec a un campo 
magnético de 1,5 T a 37 ºC y su objetivo es la evaluación de la capacidad como 
contraste de las nanopartículas de magnetita en forma de suspensiones 
coloidales a partir de la medición de los tiempos de relajación, tanto T1 como T2, 
de los núcleos de hidrógeno desde su estado excitado hasta su estado 
fundamental. Para la medida de los tiempos de relajación longitudinales T1 se 
ha empleado una secuencia t1_ir_mb , modificándose dependiendo el valor del 
tiempo el valor del tiempo de inversión, y para la de los tiempos de relajación 
trasversales, depediendo del valor se cambia el tiempo de eco o la distancia 
entre ecos de la secuencia, T2 una t2_cp_mb. 
 
8.1.7.- Magnetómetro de muestra vibrante (VSM) 
 Mediante el magnetómetro se realizó la caracterización magnética de las 
partículas de magnetita y maghemita a temperatura ambiente y a baja 
temperatura (normalmente 5 K). Se trata de conocer la respuesta magnética (m), 
su magnetización de saturación (mS), el valor de su campo coercitivo (HC), su 
susceptibilidad inicial (χini), su magnetización remanente (mR) y su 
temperatura de bloqueo (TB) al aplicar un campo magnético (H). Para evitar la 
agregación de las nanopartículas debido al campo magnético del VSM, las 
muestras líquidas se midieron siempre en un estado congelado. Para la medida 
de las muestras 100 l de las NPs fueron colocados en el portamuestras y se 
sumergió en nitrógeno líquido antes de ponerlo en el VSM. La temperatura se 
mantiene siempre por debajo de 250 K.  
 
 8.1.8.- Medidas de fluorescencia in Vivo  
 Las medidas mediante tomografía molecular de fluorescencia (FMT) 
permitieron la visualización de las muestras in vivo una vez inyectada la sonda 
en el animal. Para ello se empleó un equipo PerkinElmer, Inc FMT 1500 
Tomographic Imaging equipado con posibilidad de tener hasta 4 láseres. Los 
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datos obtenidos fueron reconstruidos con versión 1.1 del software del equipo 
para su cuantificación tridimensional. 
 
 8.1.9.- Imagen por Resonancia Magnética in Vivo 
Las medidas mediante resonancia magnética nuclear se realizaron en un equipo 
Agilent-6 a un campo magnético de 7 T equipado con sonda de gradientes de 
112 mm, bobina de excitación de volumen en cuadratura de 7.2 mm y bobina de 
recepción de dos canales. La reconstrucción de los datos obtenidos se llevó a 
cabo empleando un software VnmrJ y Osirix. 
 
8.2.- Síntesis de muestras. 
 
 8.2.1-Nanopartículas Fe3O4-ácido oleico (1): En un matraz de tres bocas se 
mezcló Fe(acac)3  (0,71 g , 2 mmol), 1,2- hexadecanodiol (2,38 g, 10 mmol), ácido 
oleico (1,69 g, 6 mmol), oleilamina (1,6 g, 6 mmol) y difenileter (20 mL). La 
mezcla se calentó hasta los 180 ºC durante 120 minutos en atmósfera de N2 en 
manta eléctrica con agitación magnética. Tras ese tiempo se aumentó la 
temperatura de la reacción hasta los 250ºC y se mantuvo durante 40 minutos 
con reflujo y en atmosfera de N2. Por último, la reacción se dejó enfriar hasta 
temperatura ambiente. A continuación se añadió etanol y las nanopartículas 
desestabilizadas fueros separadas con ayuda de imán (Nb-Fe-B) desechándose 
los sobrenadantes. Las NPs se lavaron 10 veces con etanol y posteriormente se 
dispersaron en 20 mL de CHCl3. La solución fue tratada en un baño de 
ultrasonidos durante 30 minutos y purificada por filtración (200 nm).            
FTIR: 2920 cm-1 (C-H), 1850 cm-1 (C-H), 1625 cm-1 (C=O), 1530 cm-1  (C=C), 1100 
cm-1 (C-O-H), 590 cm-1 (Fe-O) // TEM: 5 ± 1nm //DLS: 10,8 ± 0,9 nm ( 0,10 ± 
0,02) // VSM: 77 emu/g Fe. 
  8.2.2.- Nanopartículas Fe3O4- ácido azelaico (2): La muestra 1 (9,1 mg 
Fe/mL) se diluyó con 40 mL de CHCl3y se añadió KMnO4 (0,3 g, 1,9 mmol), 
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cloruro de benciltrimetilamonio BTACl (0,8 g, 4,3 mmol) y una disolución de 10 
mL de agua destilada. La disolución fue agitada mecánicamente y se mantuvo a 
reflujo durante 4 horas a 60 ºC. Tras este tiempo se añadieron 50 mL de tampón 
AcOH/AcO- a pH 2,9 y la mezcla se mantuvo 20 horas más con agitación 
mecánica intensa a 60 ºC. Finalmente la reacción se dejó enfriar hasta 
temperatura ambiente y se añadieron 5 mL de NaHSO3. Las partículas fueron 
purificadas con ayuda de un imán, eliminándose el sobrenadante y lavándolas 
5 veces con disolución de NaOH (1%) y dos veces más con tampón fosfato (pH= 
7,1). Por último las NPs (2) ya purificadas se dispersaron en 20 mL de tampón 
fosfato (pH=7,1, 10 mM), se sonicaron en un baño de ultrasonido durante 4 
horas y fueron filtradas (200 nm). FTIR; 3300 cm-1 (O-H), 1660 cm-1 (C=O), 1410 
cm-1, 1095 cm-1 (C-O), 995 cm-1 (C-O), 900 cm-1 (O-H) 560 cm-1 y 640 cm-1 (Fe-O) 
// TEM: 6 ±1 nm //DLS: 38 ± 2 nm, ( 0,19 ± 0,02)// Potencial Z: -44 ± 2 mV // 
H-RMN: 0,30 (m, 6H), 0,95 (m, 4H), 1,3 (m, 4H) // VSM: 67 emu/g Fe //           
r2 = 115  mM-1s-1 
8.2.3.- Nanopartículas Fe3O4 -acrilato de metilo (3): La muestra 1 (5 mL,  9,2 
mg/mL Fe) se diluyó con 5 mL de CHCl3 y la dispersión se mantuvo 10 
minutos con agitación mecánica a 55ºC. Una vez que la dilución alcanzo la 
temperatura adecuada se añadió sobre ésta el catalizador Hoveyda-Grubbs de 
2ª generación (5 mg, 8 mol) y un exceso de acrilato de metilo (10 mg, 0,12 
mmol). La reacción se mantuvo con agitación mecánica durante 20 horas a 55 
ºC.  Pasado este tiempo se añadieron 5 mL de etanol y se evaporó el CHCl3. Las 
NPs desestabilizadas en etanol fueron separadas con ayuda de imán (Nd-Fe-B) 
y lavadas 4 veces con etanol, desechando el sobrenadante. Finalmente, las NPs 
(3) se dispersaron en 10 mL de CHCl3 y se trataron en baño de ultrasonidos 
durante 2 horas.     FTIR: 2918 cm-1 (C-H), 1985 cm-1 (C-H), 1675 cm-1 (C=O), 
1560 cm-1 (C=C), 1115 cm-1 (C-O-C), and 564 cm-1 (Fe-O). TEM: 5 ± 1nm // DLS: 
9,1 ± 0,7 (0,24 ± 0,04) // VSM: 65 emu/g Fe  
8.2.4.- Nanopartículas Fe3O4- hexenonitrilo (4): La muestra 1 (5 mL,  9,2 Fe 
mg/mL) se diluyó con 5 mL de CHCl3  y la dispersión se mantuvo 10 minutos 
  
 Capítulo 8 
146 
con agitación mecánica a 55ºC. Una vez que la dilución alcanzo la temperatura 
adecuada se añadió sobre ésta el catalizador Hoveyda-Grubbs de 2ª generación 
(5 mg, 8 mol) y un exceso de hexenonitrilo (6 mg, 0,12 mmol). La reacción se 
mantuvo con agitación mecánica durante 20 horas a 55 ºC.  Tras este tiempo las 
NPs fueron separadas con imán (Nd-Fe-B) y lavadas 4 veces con metanol. Una 
vez purificadas, las NPs obtenidas fueron dispersadas en 10 mL de CHCl3.  
FTIR: 2903 cm−1 (C-H), 2850 cm−1 (C-H), 2200 cm−1 (C-N), 1670 cm−1 (C=O), 1550 
cm−1 (C=C), and 570 cm−1 (Fe-O). // TEM: 5 ± 1 nm// DLS: 10,6 ± 0,6 (0,21 ± 
0,16) //VSM: 64 emu/g Fe 
8.2.5.- Nanopartículas Fe3O4-trifluoroacetato de alilo (5): La muestra 1 (5 mL,  
9,2 mg Fe /mL) se diluyó con 5 mL de CHCl3  y la dispersión se mantuvo 10 
minutos con agitación mecánica a 55ºC. Una vez que la dilución alcanzo la 
temperatura adecuada se añadió sobre ésta el catalizador Hoveyda-Grubbs de 
2ª generación (5 mg, 8 mol) y un exceso de trifluoroacetato de alilo (70 mg, 
0,55 mmol). La reacción se mantuvo con agitación mecánica durante 10 horas a 
65 ºC. Transcurrido este tiempo se añadieron 5 mL de metanol y se evaporó el 
cloroformo con ayuda de rotavapor. Las NPs desestabilizadas se separaron 
aplicando un imán (Nd-Fe-B) y se lavaron 4 veces con metanol. Una vez 
purificadas, las NPs resultantes fueron dispersas en 10 mL de diclorometano y 
sonicadas 10 horas.  FTIR: 2907 cm−1 (C-H), 2857 cm−1 (C-H), 1670 cm−1 (C=O), 
1558 cm−1 (C=C), 1200 cm−1 (C-F), 1185 cm−1 (C-O-C), and 564 cm−1 (Fe-O). TEM: 
5±1 nm // DLS: 9,8 ± 3,5 ( 0,25 ± 0,05) // VSM: 68 emu/g Fe 
 8.2.6.- Nanopartículas Fe3O4-(3-aliloxy-1,2-propanodiol) (6): La muestra 1 (5 
mL,  9,2 Fe mg/mL) se diluyó con 5 mL de CHCl3  y la dispersión se mantuvo 
10 minutos con agitación mecánica a 55ºC. Una vez que la dilución alcanzo la 
temperatura adecuada se añadió sobre ésta el catalizador Hoveyda-Grubbs de 
2ª generación (5 mg, 8 mol) y un exceso de 3-aliloxy-1,2-propanodiol (70 L, 
0,05 mmol). La reacción se mantuvo 20 horas a 65 ºC y agitación mecánica. 
Pasado este tiempo se añadieron 5 mL de metanol y se evaporó el cloroformo. 
Una vez desestabilizadas las NPs fueron separadas con un imán (Nd-Fe-B) y se 
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lavaron 2 veces con metanol y otras dos veces más con CHCl3. Finalmente las 
NPs ya purificadas se dispersaron en 10 mL de DMSO y se sonicaron 15 horas. 
FTIR: 2850 cm−1 (C-H), 2804 cm−1 (C-H), 3300 cm−1 (O-H), 1315 cm−1 (O-H), 1440 
cm−1 (O-H), 960 cm−1 (C-OH), 1020 cm−1 (C-OH), 540 cm−1 (Fe-O). TEM: 5 ± 1 
nm // DLS: 8,7 ± 1,0 // PDI : 0,33 ± 0,31 //  VSM: 55 emu/g Fe 
 8.2.7.- Nanopartículas Fe3O4-ácido acrílico (7): En un matraz de 100 mL y 
una boca se diluyó la muestra 3 (5 mL, 3,2 mg/mL) 10 mL de dioxano y esta 
disolución se mezcló con una disolución de NaOH (10 mL, 1%). La mezcla se 
dejó calentando con agitación mecánica durante 6 horas a 60 ºC. Transcurrido 
ese tiempo las NPs fueron separadas aplicando un imán (Nd-Fe-B), se lavaron 3 
veces con tampón fosfato (pH=7,3, 10 mM) y se eliminaron los sobrenadantes. 
La muestra purificada se redispersó finalmente en 5 mL de tampón fosfato 
(pH=7,2, 10 mM) y se dejó tratando en baño de ultrasonido durante 1 hora. 
FTIR: 2918 cm−1 (C-H), 2850 cm−1 (C-H), 1634 cm−1 (C=O), 1568 cm−1 (C=C), 
1016 cm−1 (COO-), 564 cm−1 (Fe-O) //DLS: 28 ± 10 nm, (0,30 ± 0,07) // potencial 
Z: -37 ± 5 // 
8.2.8.- Alil-PEG400 (8): En 20 mL de CHCl3 se disolvió polietilenglicol de 
Pm=400 g/mol, (10,2 g, 25 mmol), una cantidad equimolar de cloruro de alilo (2 
g, 25 mmol) y Bu4NHSO4 (0,5 g, 1,5mmol). Sobre esta disolución se añadió gota 
a gota una disolución de NaOH al 50%. La mezcla generada se dejo toda la 
noche a tempera ambiente y con agitación mecánica intensa para lograr una 
completa homogeneización. Pasadas 15 horas la fase orgánica fue separada y la 
acuosa se lavo tres veces con CH2Cl2. Las fracciones orgánicas se recolectaron, 
se secaron con Na2SO4 y la mezcla de ellas ya deshidratada fue filtrada. Tras la 
evaporación del disolvente los residuos fueron purificados por cromatografía 
en columna de sílice, empleando como diluente una mezcla acetato de etilo / 
etanol 9:1 para dar lugar a un aceite amarillento como producto. 1H-RMN: 5,9 
ppm (m), 5,2 ppm (m) 3,8-3 ppm (m). 
 8.2.9.- Alil-PEG1100 (9): Se disolvió polietilenglicol de Pm=1100 g/mol (11 
g, 10 mmol) con cantidades equimolares de cloruro de alilo (0,8 g, 10 mmol) y 
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Bu4NHSO4 (0,22 g, 0,6 mmol) en 10 mL de CH2Cl2. Sobre esta disolución se 
añadieron gota a gota una disolución NaOH (8 mL, 50%) y la reacción se dejo 
agitando magnéticamente toda la noche a temperatura ambiente. Transcurridas 
aproximadamente 15 horas la fase orgánica fue separada de la acuosa y ésta fue 
lavada tres veces con CH2Cl2. Las facciones orgánicas fueron recolectadas, 
secadas sobre Bu4NHSO4 y filtradas. Tras la evaporación del diclorometano, el 
residuo oleoso fue purificado por cromatografía en columna de sílice 
empleando como eluyente una disolución acetato de etilo/ etanol 9:1 
obteniendo finalmente como producto purificado un aceite de color 
blanquecino. 1H-RMN: 5,9 ppm (m); 5,2 ppm (m); 3,8-3 ppm (m). 
8.2.10.- Nanopartículas Fe3O4-PEG400 (10): En un matraz de 100 mL y una 
boca se diluyó la muestra 1 (5mL, 9,4 mg/mL) en 5 mL de CHCl3 y sobre esta 
disolución se añadió el catalizador Hoveyda-Grubbs de segunda generación (5 
mg, 8 mol) y un exceso de alil-PEG400 (4,03 g, 0,55 mmol). La reacción se dejó 
agitando mecánicamente durante 10 horas a 60ºC. Tras este tiempo las NPs 
desestabilizadas en cloroformo se separaron con ayuda de un imán (Nd-Fe-B) y 
se lavaron 2 veces con DMSO y otras 5 veces con  agua. Finalmente las NPs 
obtenidas se dispersaron en 10 mL de tampón fosfato (pH 7,2, 10 mM), se 
trataron en un baño de ultrasonido durante 2 horas y se filtraron (200 nm). 
TEM: 9 ± 1 // DLS: 66 ± 1 nm (0,15±) // Potencial Z: -37 ± 6 mV // r1: 6,75 mM-
1s-1// r2: 143,23 mM-1s-1 // 3,5 ± 0,3 moléculas/nm2 
 8.2.11.- Nanopartículas Fe3O4-PEG1100 (11): En un matraz de 100 mL se la 
dispersó la muestra (1) (5 mL, 9,4 mg/mL) en 5 mL de CHCl3 y sobre esta 
dilución se añadió el catalizador Hoveyda-Grubbs de segunda generación (5 
mg, 8 mol) y el precursor PEG1100-olefina (9) (0,55g, 0,5 mmol). La mezcla fue 
agitada mecánicamente durante 10 horas a 60 ºC. Tras este tiempo las NPs 
desestabilizadas en cloroformo se separaron aplicando un imán (Nb-Fe-B) y se 
lavaron una vez con DMSO y 3 veces con tampón fosfato. Las NPs obtenidas se 
dispersaron en 20 mL de tampón fosfato (pH 7,2, 10mM) se trataron en un baño 
de ultrasonido durante 7 horas y finalmente se filtraron para eliminar los 
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posibles agreagados formados (200 nm). TEM: 11 ± 1 // DLS: 49 ± 1 nm (0,20)/ 
Potencial Z: -42 ± 7mV // r1: 8,47 mM-1s-1  // r2: 94,7 mM-1s-1 // 2,0 ± 0,4 
moléculas/nm2 
8.2.12.- Nanopartículas Fe3O4-BSR (12): La muestra 1 (5mL, 9,4 mg Fe/mL) 
se diluyó en 5 mL de CHCl3 y sobre éstas se añadió un exceso de olefina BSR 
(0,13 g,  0,6 mmol) mas el catalizador Hoveyda-Grubbs 2ª generación (5mg, 8 
mol) disuelto en 2 mL de CHCl3. La reacción se mantuvo toda la noche a 60 ºC 
y agitación mecánica. Transcurridas aproximadamente 12 horas se eliminó la 
fase orgánica y las  NPs presentes en la fase acuosa se separaron con ayuda de 
imán (Nb-Fe-B). Estas NPs se lavaron 5 veces con NaOH 1% y dos veces más 
con tampón fosfato (pH 7,2, 10 mM). Finalmente las NPs ya purificadas fueron 
redispersadas en 5 mL de tampón fosfato (pH 7,2, 10 mM) y tratadas en baño de 
ultrasonidos durante 90 minutos. 
 8.2.13.- Nanopartículas Fe3O4-Gelatina (13): La muestra 2 (4 mL, 1,5 mg/mL 
Fe) fue activada con EDC HCl (12 mg, 0,06mmol) y sulfo-NHS (15 mg, 
0,07mmol). La muestra se agitó en vórtex durante 40 minutos y transcurrido ese 
tiempo se mezcló con diferentes cantidades de gelatina porcina A. La reacción 
se dejo agitando en vórtex 120 minutos a temperatura ambiente para llevar a 
cabo la conjugación. Trascurrido este tiempo las nanopartículas fueron 
separadas con imán (Nd-Fe-B), lavadas tres veces con tampón fosfato (pH 7,2, 
10 mM) y redispersadas en 4 mL del mismo. Finalmente las NPs ya purificadas 
fueron tratadas en un caño de ultrasonido durante 3 horas y filtradas para 
eliminar los agregados generados de gran tamaño (200 nm). FTIR: 1620 cm-1 
(C=O), 1510 cm-1 (N-H), 1460 cm-1 (C-H), 1050 cm-1 (C-O), 980 cm-1,  650 cm-1 (Fe-
O). DLS: 55 ± 3 nm (0,20 ± 0,06) // VSM: 70 emu/g Fe // r2 : 50 s-1mM-1  
 8.2.14.-Nanopartículas Fe3O4-Fl (14): La muestra (12) (2 mL, 3 mg Fe /mL) 
se mezcló con EDC HCl (12 mg, 0,06 mmol) y sulfo-NHS (15 mg, 0,07 mmol) y 
la mezcla se dejo agitando en vórtex 30 minutos. Transcurrido este tiempo sobre 
las NPs activadas se añadió el fluoróforo (1 mg, 8,3 μmol) y la mezcla se agitó 
toda la noche en vórtex a temperatura ambiente para llevar a cabo la 
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funcionalización. Transcurrido este tiempo las nanopartículas funcionalizadas 
fueron separadas con imán (Nd-Fe-B) y lavadas 7 veces con PBS 1x desechando 
los sobrenadantes para eliminar el fluoróforo no unido. Las NPs purificadas 
fueron finalmente dispersadas en tampón fosfato (2 mL, 10 mM, pH 7,1) 
obteniéndose una suspensión altamente estable. TEM: 7± 1 //DLS: 51,3± 3,1( 
0,19± 0,03) //Potencial z: -32 ± 2 mV//  
 8.2.15.- Nanopartículas Fe3O4-Fl-RGD (15): para la activación de la muestra 
14 (1,7 mL, 1,8 mg/mL Fe) ésta se mezcló con EDC HCl (6 mg, 0,03 mmol) y 
sulfo-NHS (8 mg, 0,035 mmol) y la reacción se dejó agitando en vórtex durante 
30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se separaron las 
NPs activadas con ayuda de un imán (Nd-Fe-B), se retiró el sobrenadante y se 
redispersaron en 2mL de tampón  fosfato (pH=7,1, 10 mM). Sobre esta 
disolución se añadió el péptido cíclico-RGD (2mg, 3,2 mol) y la mezcla se dejó 
agitando toda la noche en vórtex a temperatura ambiente para llevar a cabo la 
funcionalizazación. Tras 12 horas aproximadamente las NPs funcionalizadas 
fueron separadas con ayuda de un imán (Nd-Fe-B), lavadas 3 veces con PBS 1x 
desechando los sobrenadantes y finalmente redispersadas en 1,5 mL de tampón 
fosfato (pH=7,1, 10 mM). TEM: 7±1// DLS: 81 ± 4 nm, (0,22 ± 0,04)// Potencial 
Z: -41 ± 1 mV.  
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I. Se ha desarrollado un nuevo método para la síntesis de nanopartículas 
superparamagnéticas de óxido de hierro hidrofílicas. Dicho método, 
basado en la oxidación del doble enlace del ácido oleico, genera 
partículas recubiertas de ácido azelaico con buena estabilidad coloidal y 
listas para su posterior biofuncionalización. 
 
II. La metátesis de olefinas ha sido aplicada por primera vez, en un solo 
paso, para proporcionar estabilidad coloidal en agua e introducir 
moléculas con actividad biológica en la superficie de nanopartículas 
superparamagnéticas.  
 
III. Se ha sintetizado un nuevo conjugado mediante la unión covalente de las 
nanopartículas de óxido de hierro recubiertas de ácido azelaico y la 
gelatina. Dichas nanopartículas fueron probadas in vivo presentando 
unos tiempos de circulación en ratas, después de inyección intravenosa, 
de cerca de dos horas.  
 
IV. Se ha demostrado que estos conjugados nanopartícula-gelatina  son 
biosensores de metaloproteasas de matriz extracelular. La respuesta que 
estos conjugados proporcionan en Resonancia Magnética es proporcional 
a la concentración de enzima con un límite de detección muy bajo. 
 
V. La metátesis de olefinas ha permitido desarrollar un nuevo sensor de 
iones Ca2+ que permite cuantificar la concentración de este ión in vitro. 
Este sensor presenta una gran selectividad hacia los iones calcio frente a 
otros iones con significancia biológica. 
 
VI. Se sintetizaron nanopartículas hidrófilas, mediante la metátesis, a las que 
se les unió de forma covalente un fluoróforo. Dichas partículas 
demostraron tener un tiempo de circulación en sangre, medido por 
fluorescencia, superior a 24 horas. 
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VII. Empleando la metátesis de olefinas como herramienta se sintetizaron 
nanopartículas multifuncionales, para imagen por resonancia y 
fluorescencia. A dichas partículas se les unió un péptido RGD y fueron 
empleadas in vivo en un modelo de matrigel. Dicho experimento 
demostró, por múltiples técnicas, que las partículas se acumulaban de 
forma específica en regiones de angiogénesis.  
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10.1.- Introduction. 
 
 Nanoparticles are submicron entities with diameters ranging from 1 to 
100 nm and made of inorganic or organic materials, which have many novel 
properties compared with the bulk materials.1 Iron oxide nanoparticles have 
many unique magnetic properties such as superparamagnetism, low Curie 
temperature, high magnetic susceptibility, etc. Magnetic NPs are of great 
interest for researchers from a broad range of disciplines, including magnetic 
fluids, data storage and catalysis. Currently, magnetic NPs are particularly 
interesting for applications in biomedicine; including magnetic separation and 
detection of biological entities, clinic diagnosis and therapy (such as MRI 
(Magnetic Resonance Imaging), MPI (Magnetic Particle Imaging) and MFH 
(Magnetic Fluid Hyperthermia)) and targeted drug delivery. In the last decade 
the use of iron oxide nanoparticles has boosted  with several types of iron 
oxides being investigated, especially Fe3O4 magnetite and -Fe2O3 maghemite. 
The conjugation of these magnetic nanoparticles with biologically important 
constituents such as DNA, peptides, and antibodies, allows the construction of 
versatile nano-bio hybrid particles, which simultaneously possess magnetic and 
biological functions for biomedical diagnostics and therapeutics. 
 The conjugation of the desired molecules on the surface to activate the 
nanoparticles towards a biological event is the key point in the development of 
particles for biomedical applications. This goal is particularly challenging to 
address with iron oxide nanoparticles, compared to other nanoparticles like 
gold nanoparticles where the available chemistry is more flexible resulting 
comparatively easier to attach different molecules. For iron oxide nanoparticles, 
approaches are usually based in a two steps protocol. This process can produce 
aggregation of the NPs, non specific attachment of the biomolecules to the 
surface or ill characterised composition.2–4 In this work we present two new and 
innovative approaches for the water stabilisation and functionalisation of 
hydrophobic iron oxide nanoparticles based on chemical modification of the 
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double bond present in the surfactant of the gold standard NPs Fe3O4-oleic acid 
(1) 
 
10.2.- Synthesis of hydrophilic nanoparticles by double bond 
oxidation. 
  
 First of all we synthesised iron oxide nanoparticles, oleic acid-coated, by 
the decomposition of organic precursors. This is the best method to obtain small 
and homogeneous nanoparticulate samples. Due to the presence of the oleic 
acid the NPs are only stable in organic solvents, therefore a second step is 
needed to transform them in hydrophilic. 
 The first methodology developed for the water stabilisation of 
hydrophobic superparamangetic NPs consists on the oxidation of oleic acid 
double bond by KMnO4 in a two phase reaction using 
trimethylbenzylammonium chloride as phase transfer catalyst (Figure 10.1) to 
obtain azelaic acid-coated NPs (2). This renders a carboxylic acid functionality 
conferring water stability and a functional group for further functionalisation, 
should it be necessary.10,11 Hydrophilic NPs obtained showed a hydrodynamic 
size of 35 nm (PDI 0,18) without aggregation and a superparamagnetic behavior 
with a saturation magnetisation value of 70 emu/g Fe. 
 The newly generated carboxylic groups were used for the covalent 
attachment of gelatin. These groups were activated with EDC and sulfo-NHS 
for amide formation with free amines in the protein (Figure 10.1) thus 
generating the desired NP-gelatin (3). These particles were washed several 
times to eliminate the gelatin not bound to the surface and then characterised. 
These NPs were synthesised since our hypothesis was that Gelatin being the 
natural substrate of Matrixmetalloproteases 2 and 9 (MMPs) if we managed to 
covalently attach it to the NPs we could develop a biosensor for the 
quantification of MMPs by MRI. 
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Figure 10.1.- Approach followed in this work for the synthesis of iron oxide nanoparticles 
covalently coated with gelatin and proposed mechanism for the measured T2 changes upon 
MMP-2 action. 
 
10.2.2.- New intelligent MMP-biosensor based on superparamagnetic 
nanoparticles. 
 As we just mentioned, selection of this specific protein was due to its 
behaviour as a natural substrate of MMPs. After attachment of gelatin there is a 
small, expected, aggregation. This is actually required for our approach to 
detect MMP-2 activity. Our hypothesis is based, first on the formation of 
clusters of NPs with gelatin and then, on the presence of MMP-2, the cleavage 
of these clusters and therefore measurable changes in the relaxometric 
properties. 
 For in vitro application of these conjugates, NP-gelatin (3) was incubated 
for 4 hours with active MMP-2. The T2 values of the sample were measured in a 
relaxometer at different time points, at 37 ºC and field strength of 1.5 T. This 
way we measured the signal evolution (T2 value) as the enzyme cleavages the 
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surfactant of the nanoparticles. The maximum signal change was measured 
after 2 hours of incubation with no further change, indicating the degradation 
of gelatin by the enzyme. This experiment was performed for several MMP-2 
concentrations, T2 values measured after 2 hours, relative to basal data, are 
gathered in Figure 10.2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10.2.- T2 values as a function of MMP-2 concentration. Inset; Magnetic Resonance 
Imaging phantoms with NP-gelatin (0.05 mg/mL Fe) (A) and NP-gelatin (0.05 mg/mL Fe) 
incubated with MMP-2 (50 ng/mL). 
 
 A clearly linear relationship is observed between the increase of enzyme 
concentration and the reduction of the T2 value as the concentration is increased 
(Control experiments were carried out in the same conditions but without 
enzyme, with no change in T2 values). As the degradation proceeds, NPs-
gelatin are more similar to nanoparticles with azelaic acid on the surface, i.e. a 
more efficient relaxation of water protons as the r2 value increases. With this 
approach, the MMP-2 detection limit based on the changes in the T2 value is as 
low as 3 ng/mL, similar to some of the available commercial kits. In a different 
experiment we could observe the same effect with phantoms in MRI (Figure 
10.2 inset). Because of the increase in the r2 value of 3 incubated with the active 
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MMP-2 they show a much stronger dark contrast compared to the same 
particles without the presence of the enzyme. 
 Another important point we wanted to address was the selectivity of our 
nanoparticles towards gelatinase. With this aim we repeated the same 
experiment but using MMP-1 (Collagenase) as the enzyme. In this case, as 
expected, there was no change in the T2 values, even at very high concentration 
of the enzyme, showing the selectivity of our sensor. These results open the 
possibility of the in vivo use of these nanoparticles for the detection of MMP-2.  
  
 
10.3.- Functionalisation of superparamagnetic nanoparticles by 
olefin metathesis. 
 
 10.3.1.- Synthesis and chemical characterisation: 
  
 The second methodology employed for direct modification of the 
hydrophobic surfactant on superparamagnetic iron oxide NP was the cross 
olefin methatesis. Olefin metathesis is one of the most powerful tools in 
synthetic chemistry, but as far as we know, it has not been applied for the 
functionalisation of iron oxide superparamagnetic nanoparticles. The reaction is 
based on the alkenyl groups interchange between two olefins to generate two 
new ones.   
 First step in this approach was the use of this metathesis reaction as 
“proof of concept” over the gold standard nanoparticles of Fe3O4-oleic acid, 
previously obtained by the decomposition of organic precursors, with four 
ligands commonly used in metathesis: Methylacrylate, 6-Hexenenitrile, 
Allyltrifluoroacetate and 3-Allyloxi-1,3-propanediol. As catalyst Hoveyda-
Grubbs second generation (0,5% mol) was employed as it has been extensively 
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used in reactions were self-metathesis must be kept to a minimum, as should be 
the case here. 
 
Table 10.1.- Principal physicochemical properties of the samples functionalised by metathesis 
 
Olefin TEM size 
(nm) 
NP size 
(nm) 
PDI Emu/g Fe 
Methylacrylate 5±1 9.1 ± 0.7 0.24 ± 0.04 65 
6-Hexenenitrile 5±1 10.6 ± 0.6 0.21 ± 0.16 64 
Allyltrifluoroacetate 5±1 9.8 ± 3.5 0.25 ± 0.05 68 
3-Allyloxi-1,3-
propandiol 
6±1 8.7 ± 1.0 0.33 ± 0.31 55 
 
DLS measurements of the samples show the small size of the nanoparticles 
core and the lack of aggregation, in accordance with the TEM image.  The 
magnetic measurements prove superparamagnetic behaviour with high 
saturation magnetisation values. All these reactions were repeated 4 times and 
characterised, showing an excellent reproducibility in terms of size, distribution 
and chemical composition.  
Once demonstrated the success of the metathesis reaction as innovative tool 
for the functionalisation of superparamagnetic nanoparticles, we employed this 
reaction not only for the functionalisation, but also the water stabilisation of the 
particles with different polyethylenglicol (PEG) molecules and BSR (subject to 
patent application), a small terminal olefin with a carboxyl group in the other 
extreme of the structure in presence of small amounts of Hoveyda-Grubb 
catalyst (0,5% mol). (Figure 10.3) 
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Figure 10.3.- Synthesis of water stable NPs by metathesis reaction with PEG (up) and BSR 
(down). 
The best proof of the successful reaction was the direct stabilisation in 
aqueous medium. The new NPs obtained present very good physicochemical 
properties as can be seen in Table 10.2. For PEG functionalized NPs a small 
increase of the size and decrease of the magnetisation value is observed, this 
has been already reported for other PEG-coated NPs. Nevertheless, in the case 
of the NPs-BSR (the presence of this olefin in the surface leads very small 
nanoparticles with a highly colloidal stability and magnetic properties. At the 
same time, the presence of the terminal carboxyl group allows their further 
functionalisation with molecules of special biological interest.  
Table 10.2.- Physicochemical properties of the hydrophilic NPs obtained by metathesis. 
  
 
Sample 
TEM size 
(PDI) [nm] 
Size  DLS 
(PDI) [nm] 

[mV] 
r1 
[mM-1s-1] 
r2 
[mM-1s-1] 
Molecules/nm2 
NP-PEG400 9 ± 0.4 (0.15) 
66 ± 0.6 
(0.15) 
-37 ± 6 6.75 143.23 3.5 ± 0.3 
NP-PEG1100 11 ± 0.8 (0.20) 
49 ± 0.2 
(0,34) 
-42 ± 7 8.47 94.7 2.0 ± 0.4 
NP-BSR 7 ± 0.5  (0.03) 
32 ± 0.1 
(0,18) 
-45 ± 2 16.87 173.22 4.4 ± 0.2 
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10.2.2.- Biomedical application 
 The first application of these NPs-BSR was their in vitro use as calcium 
biosensor. In this approach the work hypothesis was similar than in the case of 
the MMP-biosensor; in presence of the external analyte, Ca2+, the NPs changes 
their initial relaxometric properties. To corroborate our hypothesis the NPs-BSR 
were incubated at 37ºC in a relaxometer of 1.5 T with different concentrations of 
Ca2+ between 0 and 75 M. We observed a clear lineal relationship between the 
relaxometric T2 values and the concentrations of the cation in the medium, with 
an increase over 90 fold. With the aim to check the specificity towards calcium, 
the same assay was repeated in presence of different cations: K+, NH4+, Cu2+, 
Mg2+, Al3+. As can be observed in the Figure 10.4 only in presence of calcium 
the NPs shown significant changes in their relaxometric properties, 
demonstrating the specificity of our sensor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10.4.- Relaxation time values (T2) as a function of the concentration of different cations 
 
 Although all the hydrophilic NPs obtained by metathesis were tested in 
vivo, once of them, the NP-BSR, shows an special colloidal stability in blood as 
optimal magnetic properties. In terms to give them a biological specificity, two 
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further covalent functionalisations were carried on over the terminal carboxyl 
groups employing EDC and sulfo-NHS. The first functionalisation was made 
with a dye, which allows the use of these NPs as multimodal probe. Their in 
vivo application showed a very high circulation time (over 24 hours), which 
made possible their use as ischemia-perfusion probe. Over this probe a second 
conjugation was carried out employing an angiogenesis specific peptide; the 
RGD. The new dual and angiogenic specific probe was tested in an in vivo 
“proof of concept” experiment with two matrigel spheres, one activated with 
VEGF and one non activated.  
Figure 10.5.- In vivo imaging by MRI (right) and FMT (left) after 5 days of the matrigel injection 
before and after the probe injection showing the accumulation of the NPs in the activated 
sphere. 
 
 Angiogenic process was followed along the time by MRI and FMT to 
visualize the new vessel generation in both spheres. It was observed a 
significant increase in the accumulation of our probe along the time in the 
activated matrigel by both techniques (Figure 10.5) and these results were 
checked ex vivo by histology and confocal at the end of the in vivo experiment, 
demonstrating the utility of our nanoparticles as angiogenic specific probe by 
four different imaging techniques. 
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10.3.- Conclusions: 
 
I. New method for the synthesis of hydrophilic superparamagnetic iron 
oxide nanoparticles has been developed. This method, based on the 
double bond oxidation, leads particles coated with azelaic acid with very 
good stability and ready for further biofunctionalisation. 
II. Olefin metathesis has been employed for fist time for, in just one step, 
providing colloidal stability in water and introducing molecules with 
biological activity. 
III. New conjugate has been synthesised by covalent bonding of the iron 
oxide nanoparticles coated with azelaic acid and gelatin. These 
nanoparticles were tested in vivo presenting a rat circulation times after 
intravenous injection, about two hours. 
IV. It has been shown that these gelatin-nanoparticle conjugates are 
extracellular matrix metalloprotease biosensors. Response that these 
conjugates provide by magnetic resonance is proportional to the 
concentration of enzyme with a very low detection limit. 
V. Olefin metathesis has allowed the development of a new Ca2 + sensor to 
quantify the concentration of this ion in vitro. This sensor has a high 
selectivity for calcium ion versus other ions with biological significance. 
VI. The use of olefin metathesis as chemical tool allows the synthesis of 
multifunctional nanoparticles for resonance and fluorescence imaging. In 
these particles were attached a dye and RGD peptide and they were used 
in an in vivo matrigel model. This experiment demonstrated by multiple 
techniques the accumulation of the particles specifically in regions of 
angiogenesis. 
 
 
 
  
 Capítulo 10  
167 
10.4.-Bibliography: 
 
1. LaConte, L., Nitin, N. & Bao, G. Magnetic nanoparticle probes. Materials 
Today 8, 32–38 (2005). 
2. Roca, A. G., Morales, M. P., O’Grady, K. & Serna, C. J. Structural and 
magnetic properties of uniform magnetite nanoparticles prepared by high 
temperature decomposition of organic precursors. Nanotechnology 17, 2783–2788 
(2006). 
3. Roca, A. G., Morales, M. P. & Serna, C. J. Synthesis of Monodispersed 
Magnetite Particles From Different Organometallic Precursors. IEEE 
Transactions on Magnetics 42, 3025–3029 (2006). 
4. Herranz, F., Morales, M. P., Roca, A. G., Desco, M. & Ruiz-Cabello, J. A 
new method for the rapid synthesis of water stable superparamagnetic 
nanoparticles. Chemistry 14, 9126–9130 (2008). 
5. Herranz, F., Ruiz-Cabello, J., Morales, M. P., Roca, A. G. & Vilar, R. A 
new method for the aqueous functionalisation of superparamagnetic Fe2O3. 
Contrast Media & Molecular Imaging 3, 215–222 (2008). 
6. Herranz, F. et al. Superparamagnetic iron oxide nanoparticles conjugated 
to a grass pollen allergen and an optical probe. Contrast Media & Molecular 
Imaging 7, 435–439 (2012). 
 
 
 
 
